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l. INTRODUCCION 
El cultivo de Zea mays L. "maíz" tiene importancia económica a nivel 
mundial siendo el segundo del mundo con una producción de 863.42 millones 
de toneladas (USDA, 2013). En el Perú, el rendimiento promedio es 
4,515 tha-1 (MINAG, 2013); sin embargo, como en otros países, depende 
fundamentalmente de la aplicación de insumas químicos, como los fertilizantes. 
En 1950 en el mundo se utilizaron 2,75 millones de toneladas de fertilizantes 
sintéticos y en el 2008 se consumieron 100 millones de toneladas. Debido a 
que su extracción depende de la energía de combustibles de origen fósil, no 
renovables, los precios se incrementan constantemente (Aitieri y Nicholls, 
2000). 
Los fertilizantes representan 20 - 30% de los costos de producción de 
un cultivo y cuando son correctamente utilizados incrementan la productividad y 
rentabilidad; no obstante, la eficiencia de recuperación o porcentaje del 
nutriente aplicado que es absorbido por la planta, es en promedio 50% para el 
nitrógeno (SAGARPA, 201 0). El resto se pierde por volatilización, 
desnitrificación, lixiviación y erosión (Pedraza et al., 201 O; Salhia, 201 0). Las 
emisiones liberadas hacia la atmósfera en las formas de amoníaco, óxidos 
nítrico y nitroso causan la lluvia ácida y destruyen la capa de ozono. A su vez, 
los nitratos lixiviados originan eutrofización de aguas superficiales y contaminan 
los mantos freáticos, generando enfermedades en los seres vivos 
(Aguado, 2012). 
En la atmósfera terrestre se encuentra nitrógeno molecular en 
abundancia; sin embargo, los eucariotas no lo pueden utilizar. Solo un grupo de 
procariotas reducen enzimáticamente el nitrógeno atmosférico a amoniaco, que 
puede ser incorporado para el crecimiento y mantenimiento de las células. 
Estos organismos son denominados diazótrofos y el proceso responsable de la 
incorporación de nitrógeno a la biomasa es la fijación de nitrógeno. 
Las bacterias diazotróficas son rizosféricas y endófitas. Las bacterias 
endófitas son aquellas que colonizan los tejidos vivos de las plantas, 
principalmente espacios intercelulares y dentro de los tejidos vasculares, sin 
causar algún efecto negativo inmediato o daño aparente (Pérez et al., 2009). 
Diversas investigaciones en el cultivo de maíz, han revelado una significativa 
riqueza de bacterias endófitas que además de fijar nitrógeno, solubilizan 
fosfatos, producen ácido indolacético, remueven contaminantes, suprimen 
fitopatógenos y promueven el crecimiento de las plantas (Loaces, 2011; Ji et 
al., 2013; Mbai et al., 2013). En Lambayeque no se han realizado estudios para 
aislar y caracterizar bacterias endófitas de raíces, como punto de partida para 
futuras investigaciones, en la obtención de un inoculante comercial. 
El maíz amarillo duro es el tercer cultivo con importancia en el Perú. Los 
fertilizantes químicos representan 22,33% de los costos de producción 
(Zamudio y Vasquez, 2011 ); sin embargo, la oferta no satisface la demanda, 
requiriéndose importar el 60% (MINAGRI, 2012). Los cultivos de maíz serán 
favorecidos con la aplicación de bacterias fijadoras de nitrógeno, 
caracterizándas primero en laboratorio y luego en invernadero y campo, 
incrementándose el desarrollo vegetativo y rendimiento con prácticas 
amigables con el ambiente. 
Por lo expuesto, se planteó el siguiente problema ¿Cuáles son las 
características de las bacterias endófitas diazotróficas aisladas de raíces de 
Zea mays L., maíz, en Lambayeque?. Para resolver este problema se planteó 
como objetivo general determinar las características de bacterias endófitas 
dazotróficas aisladas de raíces de maíz. Los objetivos específicos fueron aislar 
bacterias endófitas diazotróficas, caracterizar fenotípicamente las bacterias, 
cuantificar el nitrógeno fijado e identificar el gen nifH. La hipótesis planteada fue 
Las bacterias endófitas aisladas de raíces de maíz son, microaerófilas, fijan 
nitrógeno in vitre y presentan el gen nifH. 
2 
11. ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 
2.1 Antecedentes de la investigación 
Se estudió la diversidad genotípica de bacterias endófitas en maíz dulce 
(Zea mays L.) y algodón (Gossypíum hírsutum L.) en una temporada de cultivo. 
Las bacterias se aislaron de tejidos de raíces y tallos y se identificaron 
mediante análisis de ácidos grasos totales, usando cromatografía de gas. El 
70,5% de las bacterias endófitas y 27 de las 36 identificadas correspondieron a 
formas Gram negativas. Los géneros más frecuentes, en raíces y tallos fueron 
Burkholderia pickettii, Enterobacter spp. y Bacil/us megaterium. A su vez, B. 
g/adioli, B. solanacearum y E. c/oacae se encontraron solo en raíz y 
Methylobacterium spp. con mayor frecuencia en tallos. En raíces de algodón se 
identificaron Agrobacteríum radiobacter, Serratia spp. y B. solanacearum y en 
tallos B. megateríum y B. pumilus. Las bacterias endófitas presentes al inicio de 
la temporada de cultivo se aislaron también al final de la temporada y la 
diversidad de bacterias en maíz y algodón fue mayor en las raíces que en los 
tallos (Mclnroy y Kloepper, 1995). 
La fijación biológica es una alternativa para disminuir el fertilizante 
sintético nitrogenado. Se realizó un estudio de la colonización endofítica y 
fijación de nitrógeno por Herbaspirillum sp. Las bacterias fueron aisladas de 
tallos de plantas de arroz cultivadas en invernadero. Éstos fueron esterilizados 
superficialmente con etanol 70% y luego fueron sembrados en medio 
semisólido Renrrie suplementado con extracto de arroz y malato (RMR). 
Después, los cultivos fueron reinoculados en medio semisólido y las películas 
desarrolladas se cultivaron en agar sólido RMR. Las colonias obtenidas, 
nuevamente se sembraron en medio semisólido y a los 7 días se cuantificó la 
actividad N, asa. Con base a la secuencia del ADNr 16S, las bacterias 
diazotróficas se relacionaron con Herbaspirillum, ldeonella, Enterobacter y 
Azospirillum. A vez, utilizando el gen gfp, que codifica para una proteína verde 
fluorescente, se determinó que Herbaspirillum sp. 8501 colonizó los tallos, 
semillas y principalmente los espacios intercelulares de las hojas, así como 
también se detectó fijación de nitrógeno en hojas y tallos de plántulas de Oryza 
officinalis (Eibeltagy et al., 2001 ). 
Microorganismos de los géneros Azospiril/um, Herbaspirillum, 
G/uconacetobacter y Burkholderia presentan potencial para la fijación biológica 
del nitrógeno, FBN y producción de reguladores del crecimiento en diferentes 
cultivos agrícolas.· En este contexto, se cuantificaron y aislaron bacterias 
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diazotróficas de nueve cultivares de arroz irrigado. Utilizando los medios NFb 
(Azospiril/um brasi/ense/ lipoferum), JNFb (Herbaspirillum), JMV (Burkho/deria), 
LGI (Azospirillum amazonense) y LGI-P (Giuconacetobacter), se obtuvieron 
58 aislados. De éstos, diez obtenidos en el medio NFb, A. brasi/ense y A. 
lipoferum fueron evaluados. En la FBN, A. brasilense y A. lipoferum 
presentaron los mayores valores (41 ,08 y 46,8 ugN mL-1, respectivamente). En 
cuanto a la síntesis de ácido indolacetico, el aislado 1-31 fue el mayor productor 
(13,47 ugmL-1). Se concluyó que bacterias diazotróficas endofíticas aisladas de 
cultivares de la región tienen potencial como inoculante para el cultivo de arroz 
(Vicentini, 2006). 
La necesidad de estrategias sostenibles para la agricultura requiere el 
desarrollo de preparados microbianos que mejoren la nutrición de las plantas. 
Se realizó una investigación para aislar bacterias fijadoras de nitrógeno y 
disolventes de fosfatos de la rizósfera y semillas de Lactuca sativa L. "lechuga". 
Con el suelo rizosférico se realizaron diluciones y alícuotas se sembraron en 
medio extracto de levadura-manitol-agar rojo congo (EL-MARC), obteniéndose 
nueve cultivos de rizobios que fueron investigados en la prueba de nodulación 
en Phaseolus vu/garis, tolerancia de NaCI, crecimiento en G'PA y producción 
de acidez o alcalinidad en el medio extracto de levadura-manito!- agar azul de 
bromotimol. Se obtuvieron tres grupos de rizobios: Rhizobium, Bradyrhizobium 
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y un tercer grupo no definido. De los potenciales rizobios, cinco disolvieron 
hidroxiapatita. Por su parte, en los macerados de las semillas se observaron 
bacterias endófitas caracterizadas por su comportamiento microaerofílico y 
producción de ácido detectado por el viraje del indicador en el medio NFb 
(Peña y Reyes, 2007). 
Se realizó un trabajo de investigación con el objeto de aislar y 
caracterizar bacterias diazótrofas en raíz y tallo de tres cultivos de maíz 
variedad PAU871, bajo tres condiciones de fertilización (0.40 y 80 KgNha-1) en 
invernadero. Las muestras esterilizadas superficialmente con etanol 70% e 
hipoclorito de sodio (NaCIO) 4%, se maceraron, diluyeron, sembraron en 
medios semisólidos sin nitrógeno (JNFb, JMV, LGI) y posteriormente en medio 
TY. Se obtuvieron 167 colonias de bacilos Gram negativos. Utilizando el 
protocolo de PCR anidada y primers degenerados, se amplificó el gen nitH, en 
el 22% de las bacterias, en su mayoría provenientes de raíz con fertilización. 
Según las diferencias en el perfil de restricción del gen 16S rADN (ARDRA) se 
obtuvieron ocho grupos diferentes a los que se secuenció y determinó la 
filiación taxonómica, encontrando que los géneros más frecuentes, con 99% de 
homología correspondieron a Pseudomonas, Achromobacter, Ochrobactrum, 
Raoultella y Enterobacter (Menezes, 2009). 
La aplicación de las PGPR en el campo requiere estudios previos que 
garanticen su establecimiento y efectividad. Con este propósito se aisló 
Azospirillum sp. de raíces de maíz y plantas relacionadas. Las raíces se 
fragmentaron, se esterilizaron con etanol 70%, cloramina 1% y se enjuagaron 
con agua destilada. Después, se sembraron en medio de cultivo semigelificado 
y las bacterias se aislaron en medio sólido. La caracterización de Azospirillum 
sp. se hizo con base a la morfología colonial y microscópica y la selección por 
la actividad de la enzima N'asa, mediante la reducción de acetileno. El valor 
máximo de la N'asa fue 281 ,5nmol C2H4 planta-1dia-
1
. Las bacterias con los 
mayores valores se inocularon en plántulas de 13 días en hidroponía, 
determinándose la mayor infección (91 %) en la zona basal de la raíz, 
disminuyendo con la profundidad radicular media (86%) y apical (84%). Se 
concluyó que la dinámica poblacional de Azospirillum spp. estuvo relacionada 
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con la concentración de oxígeno y nitrógeno en el sustrato hidropónico 
(Rangel et al., 2011 ). 
Las bacterias del género Herbaspirillum endófitas fijan nitrógeno, 
producen fitohormonas y promueven el crecimi,ento vegetal. Se realizó una 
investigación para caracterizar y seleccionar estas bacterias en el cultivo de 
arroz. Se colectaron 20 plantas en estado vegetativo y al inicio de floración. Las 
hojas y tallos se desinfectaron, se maceraron y posteriormente se realizaron 
diluciones seriadas. A continuación, se inocularon frascos con medios de 
cultivo JNfb semisólido, se incubaron a 35°C por 4 - 7 días y se investigó la 
formación de una película bajo la superficie. Después de un subcultivo en este 
mismo medio, las bacterias se aislaron en medio sólido JNfb con extracto de 
levadura y en medio Batata. Se obtuvieron 113 aislados, identificándose el 
9,73% preliminarmente como Herbaspirillum spp. La cepa 4.2 incrementó 
significativamente la biomasa aérea de plantas de arroz en invernadero. La 
secuenciación del gen ARNr 16S confirmó esta bacteria como Herbaspirillum, 
concluyéndose que tiene potencial como biofertilizante (Punschke y Mayans, 
2011 ). 
La capacidad de la bacteria endófita Gluconacetobacter diazotrophicus 
de fijar nitrógeno y proporcionar a la caña de azúcar cantidades significativas 
de nitrógeno, sin formación de nódulos evidencia su potencial para otras 
monocotiledóneas, como el maíz. Se realizó una investigación para determinar 
la correlación entre el contenido de sacarosa en el maíz y la colonización de G. 
diazotrophicus y para determinar la eficiencia del tratamiento del suelo, 
inmersión de la raíz y los métodos asépticos de inoculación en condiciones de 
invernadero. La bacteria fue detectada en siete genotipos de maíz, con 
diferentes niveles de sacarosa, alcanzándose 93% en la . eficiencia de 
inoculación aséptica. La colonización en genotipos de maíz no fue detectada 
utilizando el tratamiento del suelo e inmersión de la raíz. En la prueba de 
reducción de acetileno no se demostró actividad de la nitrogenasa en las 
bacterias aisladas (Eskin, 2012). 
Azotobacter y Azospirillum son bacterias utilizadas como promotoras del 
crecimiento vegetal, debido a su capacidad para fijar nitrógeno atmosférico y 
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producir hormonas de tipo indólico. Estas bacterias se aislaron de la rizósfera 
de cultivos de Gossypium hirsutum "algodón". Las poblaciones microbianas se 
caracterizaron fenotípicamente en los medios de cultivo semiespecificos: Ashby 
y LG (Azotobacter sp.) y NFb, LGI y batata (Azospirillum sp.). La promoción de 
crecimiento vegetal se determinó mediante la actividad de la enzima 
nitrogenasa, por la técnica de reducción de acetileno y producción de índoles 
por el método calorimétrico de Salkowsky. Se obtuvieron nueve aislados de 
Azotobacter sp. y cuatro de Azospiril/um sp., observándose diferencias 
significativas en la actividad N'asa, con un rango de 19,87 - 460,60 nmol 
C2H4 mL-1h-1 y en la producción de indo! se alcanzó 20,08 ugmL-1. Por su 
eficiencia en la promoción de crecimiento vegetal se seleccionaron cinco 
bacterias para ser investigadas como principio activo en futuros inoculantes 
para el algodón (Guzmán et al., 2012). 
Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son capaces de 
adaptarse, colonizar y persistir en la rizósfera de la planta, la cual favorece su 
crecimiento y desarrollo. En una investigación se aislaron 32 bacterias 
diazotróficas, en muestras de suelo rizosférico de diferentes cultivos y se 
identificaron con los medios de cultivos tradicionales y el sistema BBL 
CRYSTAL. Nueve aislados correspondieron a Stenotrophomonas maltophila y 
uno a Azotobacter vinelandii. Después, se realizó un ensayo en invernadero 
para determinar el efecto fertilizante en plantas de maíz, con un diseño 
experimental de bloques al azar y nueve tratamientos, por triplicado: T1: A. 
vinelandii ATCC 9046; T2 a T7 para los seis aislados, T8 para fertilización 
química y T9 para suelo sin fertilización (testigo). Los aislados M8-10, M10-1 y 
M11-3 identificados como S. maltophila incrementaron la emergencia de las 
plantas, considerándose con potencial biofertilizante (Moreno & Galvis, 2013). 
2.2 Base teórica 
a. Fijación biológica de nitrógeno, FBN 
La disponibilidad del carbono y nitrógeno en los organismos vivos a partir 
del gas carbónico y el nitrógeno molecular del aire se da a través de la 
fotosíntesis y fijación biológica del nitrógeno. La fijación biológica de nitrógeno 
(FBN) funciona en bacterias adaptadas en ambientes ecológicos y estilos de 
vida muy diversos; sin embargo, no todas poseen el sistema enzimático 
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responsable de la reducción del nitrógeno: la nitrogenasa. El nitrógeno es un 
constituyente fundamental de los aminoácidos, proteínas, ácidos nucleicos y 
vitaminas, entre otros. Para que el nitrógeno pueda ser asimilado, es necesario 
que sea reducido. Los únicos seres vivos fijadores de nitrógeno o diazótrofos 
son Eubacterias y Archaeas. La atmósfera contiene en promedio 1015 
toneladas de gas N2, y el ciclo del nitrógeno involucra la transformación de 
unas 3x109 toneladas de N2 por año (Baldani et al., 2000). 
Todos los microorganismos reductores de nitrógeno presentan actividad 
del complejo enzimático nitrogenasa, constituido por dos componentes o 
metaloproteinas. El componente 11 o dinitrogenasa reductasa es un dímero de 
68 000 Da, formado por dos subunidades idénticas unidas por un grupo 
prostético de 4Fe-4S, codificado por el gen nifl-l y su función es transportar los 
electrones desde el donador ferrodoxina o flavodoxina hacia la proteína l. A su 
vez, el componente 1 o dinitrogenasa es un tetrámero de 220 000 Da, formado 
por dos subunidades, codificado por los genes nifDK. Esta proteína tienen los 
cofactores fierro y molibdeno (FeMo-Co) y es encargada de ceder los 
electrones al sustrato (Elmerich, 2012). También se han aislado "nitrogenasas 
alternativas" que no dependen del Mo, si de Va y otros que solo dependen de 
Fe (Freoni, 2006). 
Según su localización las bacterias diazotróficas son rizosféricas y 
endófitas. Las bacterias rizosféricas son de vida libre y ejercen su efecto desde 
afuera de la planta, habitando la superficie de las raíces o el suelo rizósférico; 
aunque bajo ciertas circunstancias, pueden ocupar espacios intracelulares 
superficiales de las plantas. A su vez, el término endófito según Kloepper et al. 
(1992) hace referencia a los microorganismos que viven dentro de los tejidos 
de las plantas. En Agronomía, este concepto involucra todos los 
microorganismos que pueden ser aislados de plantas, cuyos tejidos fueron 
esterilizados superficialmente y que no causan una enfermedad visible en su 
planta hospedadora (Loaces, 2011 ). Según su estrategia de vida, las bacterias 
endófitas pueden ser obligadas y facultativas. Las obligadas dependen del 
hospedero para su crecimiento, sobrevivencia y dispersión, mientras que las 
facultativas cumplen una etapa de su ciclo fuera del hospedero, generalmente 
en el suelo (Beracochea, 2011 ). 
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Los endófitos pueden ser pasajeros, oportunistas y competentes. En el 
primer caso, pueden llegar a ser endófitos por casualidad, por ejemplo, a 
través, de la colonización de heridas o después de la invasión de las raíces por 
nemátodos. Con frecuencia se limitan al tejido cortical de la raíz. Los endófitos 
oportunistas, muestran características particulares en la colonización de la raíz, 
por ejemplo, una respuesta quimiotáctica, que les permite colonizar el rizoplano 
y después invadir los tejidos vegetales, a través de grietas formadas en los 
lugares de emergencia de las raíces laterales vegetales. Al igual que las 
endófitas pasajeras, se limitan al cortex radicular. Por su parte, los endófitos 
competentes, poseen todas las propiedades de los endófitos oportunistas y 
además la maquinaria genética necesaria para colonizar, por lo que invaden los 
tejidos vasculares, extendiéndose por toda la planta y mediante la manipulación 
del metabolismo de la planta, mantienen un equilibrio armonioso con el 
hospedero, incluso cuando están presentes en alta densidad (Loa ces, 2011 ). 
En el suelo rizosférico se encuentra la mayor fuente de bacterias 
endófitas y generalmente es donde comienza el proceso de colonización. Es 
posible que sea pasiva, cuando las bacterias se encuentran en las semillas y 
en las plantas que se propagan vegetativamente, pasan de un lugar a otro con 
las yemas. La transmisión de las bacterias endófitas obligadas es en forma 
vertical o vía vectores. La colonización activa involucra tres pasos. El primero 
es el acercamiento espacial de la bacteria a la superficie de la raíz, a través del 
movimiento por quimiotaxis. Luego que la bacteria entra en contacto con la 
raíz, se adhiere y se ancla en la superficie, multiplicándose y formando 
microcolonias. Desde este lugar comienza el segundo paso o invasión de los 
tejidos internos, penetrando por las aberturas naturales o por liberación de 
enzimas hidrolíticas. Una vez dentro, en el tercer paso, los endófitos se 
multiplican, colonizando los espacios intracelulares y pueden permanecer en un 
determinado sitio o realizar una colonización sistemática por el sistema 
vascular o el apoplasto (Beracochea, 2011 ). 
9 
b. El cultivo de Zea mays L. "maíz" 
El centro de origen del maíz comprende la región de Mesoamérica, 
localizada entre el centro y sur de México hasta América Central. Los restos 
arqueobotánicos descubiertos en las cuevas del valle de Tehuacán en Puebla, 
tiene una antigüedad de 4500-7000 años. Con base a estos restos y otros 
hallazgos, como cerámica y lítica, así como el estudio de ~edimentos y 
depósitos de restos vegetales en contextos arqueológicos, se cree que el maíz 
fue domesticado hace aproximadamente 8000 años. Su evolución es producto 
de la interacción de los procesos biológicos y factores ecológicos con la 
dinámica cultural y los intereses del hombre. En la actualidad la mayor 
información sobre las razas de maíz se encuentra en la base de datos del 
Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo, CIMMYT e Instituto 
Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias, INIFAP 
(SAGARPA, 2008; Acosta, 2009). 
El maíz y sus parientes silvestres, los teocintles, se clasifican en el 
género Zea, perteneciente a la familia Poaceae, que incluye también al trigo, 
arroz, avena, sorgo, cebada y caña de azúcar. Con base a los caracteres de la 
espiga o inflorescencia masculina, el género Zea se ha dividido en dos 
secciones. La sección Luxuriantes que agrupa cuatro especies: los teocintles 
perennes (Z. diploperennis y Z. perennis) y los anuales Z. /uxurians y Z. 
nicaraguensis. La sección Zea se circunscribe a una sola especie (Z. mays). A 
su vez, ésta se divide en cuatro subespecies: el maíz (Z. mays ssp. mays) y los 
teocintles anuales Z. mays ssp. mexicana, Z. mays ssp. parvig/umis y Z. mays 
ssp. Huehetenanguensis. A excepción de Z. nicaraguenis y Z. mays ssp. 
Huehetenanguensis, los teocintles son endémicos en México (SAGARPA, 
201 0). 
El maíz es una planta de porte robusto y hábito anual. Las raíces 
primarias son fibrosas, presentando además raíces adventicias que nacen en 
los primeros nudos por encima de la superficie del suelo; las hojas son largas, 
grandes, lanceoladas, alternadas, paralelinervias, se encuentran rodeando al 
tallo y por el haz presentan vellosidades; el tallo es simple, erecto, robusto, sin 
ramificaciones y nci presenta entrenudos. Las inflorescencias son monoicas, las 
masculinas y las femeninas están separadas en la misma planta, las 
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masculinas presentan una panícula y las femeninas tienen una estructura 
vegetativa denominada espádice (Delgado, 2011 ). 











Especie Zea mays L. 
El maíz necesita climas relativamente cálidos. La temperatura requerida 
depende del estado de desarrollo, siendo la óptima 20-25°C en la germinación, 
20-30oc durante el crecimiento vegetativo y 21-30°C en la floración. En cuanto 
al suelo, se prefieren los de textura franca pH 6-7,5 y humedad en el estado de 
capacidad de campo, con un requerimiento de 7000 m3ha-1 en riego por 
profundidad y 3000-3500 m3ha-1 en sistema tecnificado de riego por goteo. La 
preparación del terreno se hace en seco y con subsolador o un disco. Después, 
se aplica un riego de machaco o riego pesado y cuando el terreno está en 
capacidad de campo se usa una rastra ligera y posteriormente se nivela el 
terreno. Por lo general, en el Perú se usan la labranza convencional y la 
labranza mínima. Ésta última es la más indicada en verano en los valles de 
costa, con climas templados (Feijóo, 2005; lnjante y Joyo, 201 O; Delgado, 
2011 ). 
En la costa peruana principalmente se cultiva maíz amarillo duro y 
semiduro, destinados a la preparación de alimentos balanceados para animales 
y obtención de derivados. En la sierra se cultivan maíces blancos amiláceos, en 
su mayoría para la alimentación humana (Blanco, 2007). En la costa norte del 
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Perú, el maíz amarillo duro se puede sembrar todo el año, pero las mayores 
siembras son las que se realizan entre enero a julio, en invierno y entre octubre 
a diciembre, en verano. En la siembra de verano la floración, aparición de la 
panoja y el llenado de fruto, se dan en plena estación (enero-marzo) y en la 
siembra de invierno, la floración se observa en plena estación fría (Serquén, 
2004; lnjante & Joyo, 201 0). 
En la mayoría de regiones, el maíz en cultivo tecnificado en suelos de 
buenas condiciones, con buen manejo y una humedad adecuada responde a 
los niveles de fertilización de 120 a 180 Kgha-1 de nitrógeno, 50 a 90 kgha-1 de 
fósforo y 60 a 100 kgha-1 de potasio. En el caso del nitrógeno se recomienda 
aplicarlo en dos o tres etapas: 50% al momento de la siembra (estado VO) y 
50% cuando el maíz tenga seis hojas completamente abiertas (V6), o el 20% 
en la siembra, 40% en el estado de seis hojas y 40% cuando el maíz tenga diez 
hojas completamente expandidas (V1 0). Por su parte, el fósforo y potasio se 
deben aplicar incorporándose al momento de la siembra, lo mismo que otros 
elementos necesarios como el azufre, magnesio y elementos menores 
(FENALCE, 201 0). 
El grano maduro de maíz es un cariópside constituido por el pedicelo, 
pericarpio, endospermo y embrión. El pedicelo es la estructura mediante la cual 
el grano se encuentra unido al elote y constituye 0,8% del peso del grano. El 
pericarpio contiene en su mayoría fibra (hemicelulosa, celulosa y lignina) y 
representa 53% del peso en grano. Pos su parte, el endospermo representa 
80-85% del peso en grano y está compuesto por 90% de almidón, 7% de 
proteína y un contenido mínimo de aceites y minerales. A su vez, el embrión o 
germen aporta 9,5-12% del peso del grano constituido por 35-40% de lípidos, 
20% de proteínas y 10,5% de minerales. En general, la composición química 
del grano de maíz varía, pero en promedio presenta 62,6% de almidón, 12,5% 
de agua, 9,2 % de proteína, 23,8% de lípidos, 2,2% de fibra cruda, 1 ,3% de 
minerales y 8,4% de otros carbohidratos (Tovar, 2008). 
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111. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1.1 Materiales 
El material biológico estuvo constituido por muestras de raíces de Zea 
mays L. "maíz" y bacterias endófitas fijadoras de nitrógeno. 
3.1.2 Población y muestra 
Se consideró como población las bacterias endófitas diazotróficas de 
raíces de los cultivos de maíz en el distrito de Reque y se trabajó con las 
bacterias aisladas de 54 muestras, colectadas durante marzo-mayo de 2014. El 
número de muestras fue calculado según la fórmula mencionada por Alvitres 
(2000), tomando en cuenta una prevalencia de 90% (Anexo 1) determinada por 
los autores en un muestreo piloto. 
3.2 Métodos 
3.2.1 Variables en estudio 
Las variables cuantitativas fueron las bacterias nativas endófitas fijadoras 
de nitrogeno. 
3.2.2 Tipo de estudio y diseño de contrastación de hipótesis 
El trabajo de investigación fue descriptivo y transeccional 
(Hernández efa/., 2003) y para contrastar la hipótesis se utilizó el diseño de 
una sola casilla de Goode y Hatt (Aivitres, 2000). 
3.2.3 Lugar de muestreo 
Se colectaron 54 muestras de raíces de maíz, establecidos en 17 campos 
comerciales de maíz del distrito de Reque, región Lambayeque (Figura 1 ), 
determinándo la posición de los puntos de muestreo (Tabla 1, figura 2) con un 
GPS GARMIN e Trex Vista HCx. El distrito de Reque tiene una superficie de 
47,03 Km2 y se ubica entre los paralelos 06° 52' 00" latitud sur y 79° 49' 27" 
longitud oeste, (Municipalidad de Reque, 2013). 
3.2.4 Obtención de muestras de raíces 
En cultivos de maíz en fase de floración (Figura 3), se colectaron 
aproximadamente 50 g de raíces (Figura 4), se depositaron en bolsas de 
polietileno (Figura 5), debidamente identificadas e inmediatamente después, se 
transportaron en una caja térmica (1 O± 1 oC) para su procesamiento en el 
laboratorio· de Microbiología y Parasitología, Sección Biotecnología Microbiana 
de la Facultad de Ciencias Biológicas, de la Universidad nacional Pedro Ruiz 
Gallo. 
En simultáneo al muestreo de raíces para el aislamiento de bacterias se 
colectó una muestra representativa de 1 Kg de suelo para realizar el análisis 
físico-químico en el Instituto Nacional de Innovación y Extención Agraria, 
Extención Experimental Vista Florida de Chiclayo. Según los resultados 
(Tabla 2), el suelo es medianamente alcalino (pH 7,6) y ligeramente salino 
(CE 2,24 dSm-1), con textura franco arenoso-arcilloso, niveles bajos de materia 
orgánica (2,3%), nitrógeno (0, 103%) y fósforo, disponible (5,9 ppm), así como 
un contenido medio de potasio (300,0 ppm). 
3.2.5 Aislamiento de bacterias endófitas diazotróficas 
Las raíces de maíz fueron lavadas con agua potable (Figura 6) y 
desinfectadas superficialmente, previo al aislamiento de las bacterias endófitas, 
según la metodología descrita por Pérez et al. (201 0). Para la desinfección 
superficial, por muestra se seleccionaron las diez raíces laterales más 
engrosadas (Figura 7), se cortaron en fragmentos de aproximadamente 5cm 
(Figura 8), se pesaron 5g y se depositaron en frascos de vidrio de 500 ml de 
capacidad (Figura 9), previamente esterilizados. 
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Figura 1. Ubicación del lugar de muestreo en el distrito de Reque, 
provincia de Chiclayo, región Lambayeque. Enero, 2014 
(http://maps.google. com. pe/maps?hl=es&tab=ii). 
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Tabla 1. Posición de los campos comerciales de Zea mays L. en Reque donde se realizó el muestreo 
de raíces durante marzo-mayo de 2014 
Campo 
Punto . Posición (UTM)-17M msnm 
Campo 
Punto Posición (UTM)-17 msnm agrícola agrícola 
1 3 629854 9241441 29m 10 29 629701 9241554 27m 
2 4 629862 9241466 29m 11 30 629725 9241559 26m 
3 5 629915 9241474 29m 12 31 629741 9241563 27m 
4 6 629901 9241470 29m 13 32 629733 9241569 27m 
5 7 629888 9241485 28m 14 33 629733 9241575 27m 
6 8 629886 9241497 28m 15 34 629746 9241578 26m 
7 9 629881 9241498 28m 16 35 629779 9241610 27m 
8 10 629878 9241506 28m 17 36 629768 9241608 28m 
9 11 629867 9241515 28m 1 37 629765 9241584 27m 
10 12 629856 9241511 27m 2 38 629766 9241568 27m 
11 13 629819 9241517 28m 3 39 629778 9241577 27m 
12 14 629789 9241518 28m 4 40 629785 9241564 25m 
13 15 629770 9241454 27m 5 41 629792 9241562 27m 
14 16 629774 9241464 27m 6 42 629801 9241570 27m 
15 17 629732 9241465 27m 7 43 629877 9241571 27m 
16 18 629747 9241470 28m 8 44 629867 9241577 28m 
17 19 629760 9241475 27m 9 45 629852 9241571 28m 
1 20 629770 9241476 27m 10 46 629844 9241579 28m 
2 21 629762 9241486 27m 11 47 629844 9241572 27m 
3 22 629770 9241486 27m 12 48 629816 9241571 27m 
4 23 629763 9241500 28m 13 49 629828 9241567 27m 
5 24 629746 9241501 27m 14 50 629830 9241559 26m 
6 25 629758 9241518 27m 15 51 629833 9241547 27m 
7 26 629758 9241526 27m 16 52 629836 9241528 27m 
8 27 629725 9241526 27m 17 53 629837 9241536 26m 
9 28 629703 9241540 27m 9 54 629843 9241532 27m 
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Figura 2. Ubicación de los campos comerciales de Zea mays L. en Reque, donde 
se realizó el muestreo de raíces durante marzo- mayo de 2014 
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Figura 3. Cultivos de Zea mays L. "maíz" en floración. 
Figura 4. Extracción de raíces de Zea mays L. 
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Figura 5. Muestras de raíces de Zea mays L. 
Tabla 2. Análisis físico- químico de muestras de suelo rizosférico de cultivos de 









Fr.Ar.Ao 7,69 2,24 2,3 0,103 
* Laboratorio de Suelos, Centro experimental Vista Florida 







Figura 6. Lavado de raíces de Zea mays L. con agua potable. 
Figura 7. Selección de raíces laterales engrosadas. 
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Figura 8. Corte de raíces de Zea mays L. 
Figura 9. Frascos con fragmentos de raíces de Zea mays L. 
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Las raíces fueron lavadas con 50mL de agua destilada esterilizada más 
0,005% detergente neutro por 1 minuto (Figura 1 0), enjuagadas por cuatro veces 
consecutivas con agua destilada esterilizada, a razón de 1 minuto por enjuague 
(Figura 11 ), seguido de agitación (Figura 12) por 15 minutos en solución tampón 
fosfato de potasio 0,05moiL-1 (Anexo 2), inmersión por 1 minuto en alcohol 70% 
(Figura 13) y agitación por 5 minutos en solución de hipoclorito de sodio (NaCIO) 
5% más Tween 80 (Figura 14). Después, el tejido vegetal fue llevado a nuevos 
frascos de vidrio previamente esterilizados, para la inmersión por 1 minuto en 
alcohol 70%, seguido por agitación por 15 minutos en solución tampón y 
finalmente lavado por cuatro veces con agua destilada esterilizada. 
a. Verificación de la desinfección 
Para verificar la desinfección (Figura 15) superficial de las raíces (Pérez et 
al., 201 0), alícuotas del último lavado fueron sembradas en agar nutritivo e 
incubadas a 30°C, por 48 horas. 
b. Siembra y aislamiento 
El tejido vegetal previamente desinfectado fue depositado en papel secante, 
para eliminar el exceso de humedad (Figura 16) y luego fue llevado a bolsas de 
polietileno de 16x15 cm (Figura 17). A continuación, se agregó 1 mL de solución 
salina esterilizada (NaCI 0,85%, p/v), con ayuda de un pilón el tejido se maceró 
cuidadosamente (Figuras 18, 19) y con una jeringa se extrajo 1 mL (Figura 20), 
sembrándose inmediatamente una alícuota (1 o-1) en medios semisólidos sin 
nitrógeno (Figura 21, anexo 2). Adicionalmente, se extrajo 1 mL del macerado, se 
diluyó en solución salina esterilizada (1 o-2), se tomó una alícuota y se sembró. Los 
medios de cultivo semisólidos (Figuras 22, 23) fueron NFb y LGI para Azospirillum 
spp., JNFb para Herbaspiril/um spp., LGI-P para Gluconacetobacter spp. y JMV 
para Burkholderia spp. (Garrido, 2007; Jha et al., 2009). Después de la incubación 
a 30±2 oc por 7 días, se seleccionaron los medios semisólidos donde se observó 
con mayor nitidez una película blanquecina de 3-5 mm bajo la superficie y el viraje 
del indicador (Figura 24) y se realizaron subcultivos en los mismos medios por dos 
veces consecutivas (Figura 25). 
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Figura 10. Lavado de raíces de Zea mays L. con agua destilada más 
detergente neutro. 
Figura 11. Enjuague de raíces de Zea mays L. con agua destilada 
esterilizada. 
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Figura 12. Lavado de raíces de Zea mays L. en solución tampón fosfato de 
potasio. 
·-·· 
Figura 13. Inmersión de fragmentos de raices de Zea mays L. en alcohol. 
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Figura 14. Inmersión de fragmentos de raices de Zea mays L. en solución 
de hipoclorito de sodio-Tween 80 
Figura 15. Siembra del agua de enjuague en agar nutritivo para verificar la 
desinfección. 
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Figura 16. Fragmentos de raíces de Zea mays L. en papel secante 
esterilizado. 
Figura 17. Fragmentos de racices de Zea mays L. desinfectados. 
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Figura 18. Macerado de raíces de fragmentos de Zea mays L. 
Figura 19. Separación del macerado de raíces de Zea mays L. 
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Figura 20. Toma de muestra de macerado de raíces de Zea mays L. 
Figura 21. Siembra de macerado de raíces en medio semisólido sin 
nitrógeno. 
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Figura 22. Medios semisólidos sin nitrógeno para el aislamiento de bacterias. 
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Figura 23. Aislamiento de bacterias fijadoras de nitrógeno. 
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Figura 24. Película blanquecina y viraje del indicador por bacterias fijadoras 
de nitrógeno en medio semisólido. 
Figura 25. Primer y segundo subcultivo de bacterias fijadoras de nitrógeno 
en medio semisólido. 
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Para el aislamiento, con la película bacteriana se obtuvo una suspensión en 
solución salina esterilizada (Figura 26) y se sembró en los medios sólidos 
respectivos (Figura 27, anexo 2), incubando a 30±2°C por 7 días. Con las colonias · 
características (Figura 28), se realizaron tinciones de Gram, se cultivaron 
nuevamente en el medio semisólido libre de nitrógeno (Tercer subcultivo) y 
posteriormente en el medio sólido respectivo, para la obtención de los cultivos 
puros de bacterias fijadoras de nitrógeno. Para su mantenimiento, éstos se 
sembraran por duplicado en agar nutritivo y medio semisólido libre de nitrógeno 
(Figura 29), siendo guardados en refrigeración (8°C). 
3.2.61dentificación fenotípica de bacterias endófitas fijadoras de nitrógeno 
La identificación del género de las bacterias endófitas nativas fijadoras de 
nitrógeno se realizó en función de las características morfológicas y fisiológicas 
según el Manual de Bergey de Bacteriología Sistemática (Brenner et al. 2005), 
Schoebitz, (2006) y Garrido, (2007). Con todas las bacterias se realizaron pruebas 
de catalasa, oxidasa y motilidad. Para el género Azospirillum, las pruebas fueron 
tolerancia a NaCI 3%, utilización de sacarosa, glucosa, manito! y ácido málico 
como fuentes de carbono para la fijación de nitrógeno (Figuras 30, 31, 32, 33) y 
requerimiento de biotina (Tabla 3). Para el género Herbaspirillum se investigó el 
crecimiento en caldo NFb, hidrólisis de la urea y reducción de nitratos (Tabla 4). 
Para el género G/uconacetobacter se investigó el crecimiento en agar Batata, 
hidrólisis de la gelatina y almidón y utilización de citrato, glucosa y sacarosa al 
30% (Tabla 5). Para el género Burkholderia, se realizaron pruebas de resistencia a 
la polimixina-B (300 Ul), descarboxilación de lisina y prueba de hidrólisis de la urea 
(Tabla 6). 
3.2.7 Mantenimiento de los cultivos de bacterias 
Las bacterias endófitas diazotróficas identificadas (Figura 34) se sembraron 
en el medio semisólido respectivo en agar nutritivo y se mantuvieron a 
temperatura ambiente (28°C) y refrigeración (8°C), reapectivamente, realizándose 
subcultivos cada 30 días. 
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Figura 26. Suspensión de bacterias fijadoras de nitrógeno en solución salina 
esterilizada. 
Figura 27. Siembra de bacterias fijadoras de nitrógeno en medio sólido. 
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Figura 28. Colonias de bacterias fijadoras de nitrógeno en medio NFb. 
Figura 29. Bacterias fijadoras de nitrógeno en medios semisólidos. 
34 
Figura 30. Medio NFb semisólido con ácido málico para la identificación 
de Azospiril/um spp. 
Figura 31. Medio NFb semisólido con glucosa para la identificación de 
Azospirillum spp. 
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Figura 32. Medio NFb semisólido con manito! para la identificación de 
Azospirillum spp. 




Tabla 3. Caracaterísticas diferenciales de las especies de Azospirillum spp. 
Características A. brasilense A. lipoferum A. halopraeferens A. irakense A. amazonense 
Células pleomórficas - + + + + 
Tinción de Gram 
Motilidad + + + + + 
Catalasa + + + + + 
Oxidasa + + + + + 
biotina - + + 
NaCI3% +/- - + + 
U re asa + + + - + 
Gelatinasa - - + + 
Reducción de nitratos + + + + + 
PHA + + + + + 
Fuente de C: 
• Áeido málico + + + + + 
• Glucosa - + 
• Manito! - + + 
• Sacarosa - +/- - + + 
* (+) positivo; (-) negativo. 
* Brenner et al. (2005); Schoebitz (2006); Garrido (2007); Mehnaz et al. (2007); Carrera (2012). 
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Tabla 4. Características diferenciales de Herbaspirillum spp. 
Características Herbaspirillum spp. 
Células Bacilos curvos 




Crecimiento en caldo NFb 
U re asa +/-
Fuente de C: 
• Ácido málico + 
• Glucosa + 
• Manito! + 
• Sacarosa + 
* (+) positivo; (-) negativo. 
* Eckert, et al. (2001); Brenner et al. (2005); Schoebitz (2006); Garrido (2007). 
Tabla 5. Características diferenciales de Gluconoacetobacter spp. 
Características 
Células 






Hidrolisis de almidón 
Reducción de nitratos 
Gránulos de PHA 
Fuente de C: 


















* Eckert, et al. (2001 ); Brenner et al. (2005); Schoebitz (2006); Garrido (2007). 
38 
Tabla 6. Características diferenciales de Burkholderia spp. 
Características Burkho/deria spp. 
i Células Bacilos rectos 
Tinción de Gram 
Motilidad + 
Cata lasa + 
Oxidasa + 
Gelatinasa + 
Descarboxilación de lisina + 
Resistencia a Polimixina B (300UI) + 
Fuente C: 
• Ácido málico + 
• Glucosa + 
• Manito! + 
• Sacarosa + 
* (+) positivo; (-) negativo. 
* Eckert, et al. (2001 ); Brenner et al. (2005); Schoebitz (2006); Garrido (2007). 
Figura 34. Cultivos de bacterias fijadoras de nitrógeno en agar nutritivo. 
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3.2.8 Cuantificación de nitrógeno fijado in vitro 
Para la cuantificación del nitrógeno fijado in vitro por las bacterias endófitas, 
se utilizó el método calorimétrico del fenolhipoclorito (Figura 35,) descrito por Lara 
et al. (2007) y Cadena & Martínez (2011 ). Cada bacteria cultivada en el medio 
sólido sin nitrógeno correspondiente, por 48 horas, fue inoculada por triplicado en 
tubos de 15 x 150mL conteniendo 3mL de caldo extracto de suelo 10% (Anexo 2) 
y se incubaron a 30°C, por 72 horas, en agitación constante (150rpm). A 
continuación, se agregaron 9mL de KCI 2M, se agitaron a 150rpm durante 1 hora y 
se dejaron en reposo por 1 hora adicional, para después tomar 1 OmL del 
sobrenadante y centrifugarlos (3500 rpm) durante 5 minutos (Figuras 36, 37 ). 
Los sobrenadantes se llevaron a tubos de dilución y se añadieron 0,4mL de 
solución alcohólica de fenal al 1 0%; 0,4mL de nitroprusiato de sodio al 0,5% y 1 mL 
de solución oxidante. Los tubos se agitaron para mezclar y se dejaron en reposo 
durante 1 hora adicional. La positividad a la fijación de nitrógeno estuvo dada por 
una coloración azul y se leyó la absorbancia en espectrofotómetro de luz visible a 
632,9nm (Figura 38). Las concentraciones se calcularon en una recta patrón 
obtenida con diluciones sucesivas de una solución de 1 OOppm de cloruro de 
amonio (Anexo 3). 
3.2.9 Selección de bacterias fijadoras de nitrógeno 
Las bacterias de cada uno de los géneros investigados, que alcanzaron los 
mayores valores de nitrógeno fijado como amonio, fueron seleccionadas para su 
análisis molecular. 
3.2.1 O Identificación del gen nitH en bacterias endófitas aisladas de raíces de 
maíz 
Las bacterias seleccionadas fueron cultivadas en sus respectivos medios 
sólidos sin nitrógeno, durante 24 horas, para obtener colonias representativas, 
extraer el ADN e identificar el gen nifl-1. 
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.Figura 36. Adición de KCI al caldo extracto de suelo. 
Figura 37. Centrifugación del caldo extracto de suelo mezclado con KCI. 
42 
Figura 38. Lectura de la absorbancia en espectrofotómetro de luz visible 
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a. Extracción de ADN 
Se tomó una colonia representativa de cada género bacteriano se 
resuspendió en un Eppendorf con 20uL de buffer y se calentó en baño maría a 
85°C durante 5 minutos. Luego, se mezcló con 225 uL de agua bidestilada y se 
centrifugó a 12 000 rpm durante 5 minutos (Meneses 2009). Los lisados fueron 
conservados a-20°C y el sobrenadante se utilizó para la amplificación del ADN 
(Figuras 39, 40, 4 1,42). 
b. Identificación del gen nitH 
Los Eppendorf conteniendo el material genético, sellados herméticamente 
(Fifura 43), junto a un cultivo puro en agar nutritivo de cada bacteria seleccionada 
fueron enviados al laboratorio del Grupo de Cristalografía del Instituto de Física de 
Sao Carlos, Universidad de Sao Paolo, Brasil donde se realizó la amplificación por 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y corrida electroforética en gel de 
agarosa al 1 ,5%, para la observación de una banda con similar peso molecular al 
gen nifH. 
3.2.11 Análisis de los datos 
Los datos obtenidos fueron ordenados en tablas y figuras para analizar las 
características de las bacterias endófitas diazotróficas. Se realizó el análisis de 
varianza de los valores de nitrógeno fijado y la superioridad entre las bacterias, se 
determinó mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, con un nivel de 
significancia de 0,05 (Hernández et al., 201 0). Se utilizaron los programas 
Microsoft Office Word y Excel versión 2010. 
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Figura 39. Bacterias representativas de cada género identificado para la 
extracción de ADN. 
Figura 40. Selección de una colonia bacteriana representativa. 
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Figura 41. Suspensión de colonia bacteriana en un Eppendorf con agua 
bidestilada. 
Figura 42. Calentamiento de bacterias en baño maría. 
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Figura 43. Eppendorf con material genético de bacteria fijadora de nitrógeno. 
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IV. RESULTADOS 
4.1 Bacterias endófitas fijadoras de nitrógeno aisladas de raíces de maíz 
En cinco medios semisólidos se aislaron bacterias fijadoras de nitrógeno, cuya 
presencia se evidenció por una película blanquecina formada bajo la superficie del 
medio y el viraje del indicador (Figura 44, Anexo 4). 
En el medio NFb, con un color inicial celeste-verdoso, se observó viraje del 
indicador al celeste-azulado (Figura 45). La frecuencia de muestras de raíces de 
maíz positivas para bacterias fijadoras de nitrógeno fue 68,5% después de la 
siembra, así como 55,5; 53,7 y 48,1% después de los tres subcultivos, 
respectivamente (Figura 46). 
En el medio LGI, con un color inicial verde, se observó viraje del indicador al 
verde azulado y verde-amarillento (Figura 47). La frecuencia de muestras de 
raíces de maíz positivas para bacterias fijadoras de nitrógeno fue 51,9% después 
de la siembra, así como 42,6; 37 ,O y 33,3% después de los tres subcultivos, 
respectivamente (Figura 48). 
En el medio LGI-P, con un color inicial verde-amarillento, se observó viraje del 
indicador al amarillo y verde (Figura 49). La frecuencia de muestras de raíces de 
maíz positivas para bacterias fijadoras de nitrógeno fue 35,2 % después de la 
siembra, así como 29,6; 27,8 y 24,1% después de los tres subcultivos, 
respectivamente (Figura 50). 
Figura 44. Película blanquecina y viraje del indicador por bacterias fijadoras de 
nitrógeno en cinco medios semisólidos, NFb (a), LGI (b), LGI-P (e), 
JNFb (d), JMV (e). 
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Figura 45. Película bacteriana y viraje del indicador por bacterias 
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Figura 46. Frecuencia de raíces de Zea mays L. con bacterias fijadoras 
de nitrógeno, observadas en NFb después de la siembra y 
tres subcultivos, 2014. 
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Figura 47. Película bacteriana y viraje del indicador por bacterias 

















Figura 48. Frecuencia de raíces de Zea mays L. con bacterias fijadoras 
de nitrógeno, observadas en LGI después de la siembra y 
tres subcultivos, 2014. 
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Figura 49. Película bacteriana y viraje del indicador por bacterias 
diazotróficas en medio LGI-P. 
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Figura 50. Frecuencia de raíces de Zea mays L. con bacterias fijadoras 
de nitrógeno, observadas en LGI-P después de la siembra y 
tres subcultivos, 2014. 
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En el medio JNFb, con un color inicial amarillo, se observó viraje del indicador 
al celeste azulado (Figura 51). La frecuencia de bacterias de muestras de raíces 
positivas para bacterias fijadoras de nitrógeno fue 35,2 % después de la siembra, 
así como 29,6; 27,8 y 18,5 % después de los tres subcultivos, respectivamente 
(Figura 52). 
En el medio JMV con un color inicial amarillo-opaco, no se observó viraje del 
indicador, pero si formación de película (Figura 53). La frecuencia de muestras de 
raíces de maíz positivas para bacterias fijadoras de nitrógeno fue 27,8 % después 
de la siembra, así como 22,2; 18,5 y 18,5 % después de los tres subcultivos, 
respectivamente (Figura 54). 
La frecuencia de raíces de maíz con bacterias fijadoras de nitrógeno después 
de tres subcultivos fue de 48,1 % en NFb; 33,3 % en LGI; 24,1 % en LGI-P, así 
como 18,5 % en JNFb y JMV, respectivamente (Figura 55). En el aislamiento se 
obtuvieron 132 cultivos puros de bacterias fijadoras de nitrógeno cuya procedencia 
correspondió al 30,3% en NFb; 23,5% en LGI; 18,2% en LGI-P; 14,4% en JNFb 
y 13,6 % en JMV (Figura 56). 
El género Azospirillum fue identificado en el 87,5 % de bacterias fijadoras de 
nitrógeno aisladas en NFb y en el 80,6 % de LGI (Figuras 57, 58). 
Gluconacetobacter se identificó en el 41,6 % de bacterias aisladas en LGI-P 
(Figura 59), Herbaspirillum en el 31,6% de bacterias aisladas en JNFb (Figura 60) 
y Burkholderia en el 17,0% de bacterias aisladas en JMV (Figura 61). De esta 
manera, la frecuencia de estas bacterias en las muestras de raíces de maíz fue 
63,0% para Azospirillum, 18,5% para Gluconacetobacter, 14,8% para 
Herbaspiril/um y 5,6% para Burkolhderia spp. (Figura 62). 
4.2 Características fenotípicas de bacterias endófitas diazótrofas 
Las bacterias de los géneros Azospirillum, Herbaspirillum, G/uconacetobacter 
y Burkolhderia se observaron cómo bacilos pleomórficos, Gram negativos, 
positivos en las pruebas de catalasa, oxidasa, utilización del ácido como fuente de 
Carbono para la fijación de nitrógeno y presencia de gránulos de PHA 
(Tabla 7, figuras 63, 64, 65, 66). 53 
Figura 51. Película bacteriana y viraje del indicador por bacterias 
diazotróficas en medio JNFb. 
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Figura 52. Frecuencia de raíces de Zea mays L. con bacterias fijadoras de 
nitrógeno, observadas en JNFb después de la siembra y tres 
subcultivos, 2014. 54 
Figura 53. Película bacteriana por bacterias diazótrofas en medio JMV. 
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Figura 54. Frecuencia de raíces de Zea mays L. con bacterias fijadoras 
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Medios semisólidos sin nitrógeno 
Figura 55. Frecuencia de raíces de Zea mays L. con bacterias fijadoras de 
nitrógeno aisladas en cinco medios semisólidos después de 
tres subcultivos. 
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Figura 56. Bacterias fijadoras de nitrógeno aisladas en medios NFb, LGI, 
LGI-P, JNFb, JMV. 56 
• Azospiríllum spp. 
o Otros géneros 
Figura 57. Frecuencia de Azospirillum spp. en bacterias fijadoras de 
nitrógeno aisladas en NFb. 
• Azospiríllum spp. 
o Otros géneros 
Figura 58. Frecuencia de Azospirillum spp. en bacterias fijadoras de 
nitrógeno aisladas en LGI. 
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o Gluconacetobacter spp. 
o Otros géneros 
Figura 59. Frecuencia de G/uconacetobacter spp. en bacterias fijadoras 
de nitrógeno desarrolladas en LGI-P. 
32% 
Herbaspirillum spp. 
o Otros géneros 
Figura 60. Frecuencia de Herbaspirillum spp. en bacterias fijadoras de 
nitrógeno aisladas en JNFb 
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= Burkholderia spp. 
o Otros géneros 
Figura 61. Frecuencia Burkho/deria spp. en bacterias fijadoras de 









Figura 62. Frecuencia de Azospirillum, Gluconacetobacter, Herbaspiril/um y 
Burkholderia en raíces de Zea mays L., en Lambayeque, 2014. 
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Tabla 7. Características macroscópicas de colonias de bacterias fijadoras de nitrógeno aisladas de Zea mays L., en 
Lambayeque, 2014 
Características Azospirillum Azospirillum Herbaspirillum Gluconoacetobacter Burkholderia 
NFB LGI JNFB LGI-P JMV 
Tamaño Mediano Mediano Mediano Mediano Grande 
Forma Circular, Irregular Circular, Irregular Circular Circular Grande 
Bordes Enteros Enteros Enteros Enteros Enteros 
Elevación Convexas Convexas Convexas Convexas Convexas 
Centro No diferenciado No diferenciado Diferenciado, celeste Diferenciado, anaranjado Diferenciado 
amarillo, intenso 
Aspecto Opacas, brillantes Opacas, brillantes Brillantes Brillantes Brillantes mucosas 
Color Blancas, azules Blancas, cremosas Celestes Amarillas anaranjadas Amarillas 
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Figura 63. Observación macroscópica de colonias de Azospirillum spp. en 
medio NFb sólido. 
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Figura 64. Observación macroscópica de colonias de Herbaspirillum spp. en 
medio JNFb sólido 
Figura 65. Observación macroscópica de colonias de G/uconacetobacter spp. 
en medio LGI-P sólido. 
Figura 66. Observación macroscópica de colonias Burkholderia spp. en medio 
JMV sólido. 
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Las pruebas mencionadas, junto al requerimiento de biotina, tolerancia a 3 % 
NaCI, hidrólisis de la urea y gelatina, reducción de nitratos y utilización de glucosa, 
manito! y sacarosa como fuentes de carbono para la fijación de nitrógeno, 
identificaron (Figura 67 a 72) A. lipoferum (63,0%), A. brasilense (15,3%) y A. 
halopraeferens (11 ,7%) y Azospirillum sp.1 (10,0 %). Los géneros restantes de las 
bacterias se identificaron por la utilización de glucosa, manito! y sacarosa como 
fuente de carbono para la fijación de nitrógeno, así como por el crecimiento en 
caldo NFb, hidrólisis de la urea para Herbaspirillum (Figura 73); hidrólisis de la 
urea y gelatina y almidón y reducción de nitratos para Gluconoacetobacter, 
hidrólisis de la urea y gelatina, descarboxilación de la lisina y resistencia a 300ug 
de polimixina 8 para Burkho/deria spp. (Figuras 74, 75). 
4.3 Nitrógeno fijado como amonio por bacterias endófitas nativas 
Todas las bacterias endófitas, fijaron nitrógeno in vitro, observándose una 
coloración azul en la cuantificación (Figura 76). Los valores de la concentración de 
amonio (Figura 77) no presentaron distribución normal, por lo que se analizaron 
con la prueba de Kruskal Wallis (Anexo 5). Con Azospirillum spp. se alcanzaron 
5,75-33, 17ppm, correspondiendo los mayores valores a A. lipoferum 1, 
Azospirillum sp.1-1 y 1-2, sin diferencia significativas entre ellos (Tablas 8, 9). Los 
valores de Herbaspirillum spp. fueron 9,61-21 ,38ppm, correspondiendo al mayor 
valor a Herbaspiri/lum sp.EDH1, diferenciándose significativamente de los demás 
tratamientos (Tablas 1 O, 11 ). Con G/uconacetobacter spp. la concentración de 
amonio fue de 6,0-30,57ppm y el mayor valor fue de G/uconacetobacter 
sp.EDG1, con diferencias significativas frente a los otros tratamientos (Tablas 12, 
13). Por su parte, Burkholderia spp. alcanzó 9,96- 28,78ppm de amonio, siendo el 
mayor valor de Burkholderia sp.EDB1, diferenciándose significativamente de los 
otros tratamientos(Tablas14, 15). 
4.4Gen nitH identificado con bacterias endófitas diazotróficas nativas 
En Azospirillum lipoferum1, Herbaspirillum sp.EDH1, Gluconacetobacter sp. 
EDG1 y Burkholderia sp.EDB1 se identificó el gen nifH, obteniéndose un producto 
de 360 pares de bases en el gel de agarosa. 
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• Azospirillum lipoferum 
• Azospirillum brasilense 
o Azospirillum halopraeferens 
• Azospirillum sp. 1 
S .1 
Figura 67. Frecuencia de especies de Azospirillum identificadas en raíces 
de Zea mays L. en Lambayeque, 2014. 
Figura 68. Película blanquecina y viraje del indicador por Azospirillum 
lipoferum fijadoras de nitrógeno en medio NFb semisólido 
con ácido málico (a), glucosa (b), manito! (e) y sacarosa (d). 
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Figura 69. Película blanquecina y viraje del indicador por Azospiril/um 
brasilense fijadoras de nitrógeno en medio NFb semisólido 
con ácido málico (a), glucosa (b), manitol (e) y sacarosa (d). 
Figura 70. Película blanquecina y viraje del indicador por Azospirillum 
halopraeferens fijadoras de nitrógeno en medio NFb semisólido 
con ácido málico (a), glucosa (b), manitol (e) y sacarosa (d). 
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Figura 71. Película blanquecina y viraje del indicador por Azospirillum 
sp.1 fijadoras de nitrógeno en medio NFb semisólido con 
ácido málico (a}, glucosa (b}, manito! (e) y sacarosa (d). 
Figura 72. Crecimiento de Azospirillum spp. nativas en caldo con cloruro de 
sodio. 
66 
Figura 73. Prueba de hidrólisis de la urea por Herbaspirillum sp. 
Figura 74. Prueba de descarboxilación de lisina por Burkho/deria sp. 
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Figura 75. Resistencia de Burkholderia sp. a la polimixina B. 

















Azospirillum Gluconacetobacter Burkholderia Herbaspiri/lum 
Figura 77. Valores máximos (ppm) de nitrógeno fijado como amonio por bacterias 
endófitas diazotróficas aisladas de raíces de Zea mays L. en 
Lambayeque, 2014. 
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Tabla 8. Nitrógeno fijado como amonio (ppm) por Azospirillum spp. nativas 





corregida* (ppm) corregida 
A. lipoferum 1 1,84 33,17 A. lipoferum 14 0,92 
Azospirillum sp.1-1 1,82 32,68 A. lipoferum 15 0,83 
Azospirillum sp.1-2 1,80 32,32 A. lipoferum 16 0,79 
A. lipoferum 2 1,78 32,03 A. lipoferum 17 0,78 
A. lipoferum 3 1,75 31,49 A. /ipoferum 18 0,74 
Azospirillum sp. 1-3 1,77 31,84 A. lipoferum 19 0,73 
Azospirillum sp.1-4 1,71 30,69 A. /ipoferum 20 0,72 
A. ha/opraeferens 1 1,66 29,88 A. lipoferum 21 0,71 
Azospirillum sp.1-5 1,59 28,48 A. halopraeferens 6 0,70 
A. brasilense 1 1,57 28,05 A. lipoferum 22 0,69 
A. brasilense 2 1,56 27,97 A. brasilense 8 0,67 
A. brasilense 3 1,51 26,94 A. lipoferum 23 0,65 
A. brasilense 4 1,50 26,87 A. lipoferum 24 0,62 
A. lipoferum 4 1,50 26,84 A. lipoferum 25 0,61 
A. ha/opraeferens 2 1,47 26,40 A. lipoferum 26 0,60 
A. ha/opraeferens 3 1,46 26,17 A. brasilense 9 0,54 
A. halopraeferens 4 1,41 25,20 A. lipoferum 27 0,53 
A. lipoferum 5 1,35 24,18 A. lipoferum 28 0,52 
A. lipoferum 6 1,26 22,49 A. /ipoferum 29 0,51 
A. lipoferum 7 1,25 22,27 A. lipoferum 30 0,50 
A. halopraeferens 5 1,22 21,65 A. lipoferum 31 0,49 
A. brasilense 5 1,20 21,38 A. lipoferum 32 0,48 
A. lipoferum 8 1 '19 21,09 A. lipoferum 33 0,44 
A. lipoferum 9 1 '15 20,37 A. /ipoferum 34 0,43 
A. lipoferum 1 O 1 '11 19,74 A. lipoferum 35 0,42 
A. lipoferum 11 1,09 19,44 A. /ipoferum 36 0,41 
A. /ipoferum 12 1,07 18,90 A. halopraeferens 7 0,41 
A. brasilense 6 0,97 17,08 A. /ipoferum 37 0,40 
A. lipoferum 13 0,95 16,76 A. /ipoferum 38 0,38 
A. brasilense 7 0,93 16,37 Azospiril/um sp. 1-6 0,35 
*Absorbancia control = 0,202 


































Tabla 9. Prueba de Kruskai-Wallis del nitrógeno fijado como amonio por 
Azospirillum spp. aisladas de raíces de Zea mays L. 
Azospiril/um spp. 
Amonio Significancia 
(ppm) (a= 0,05) 
A. lipoferum 1 33,17 a 
Azospirillum sp.1-1 32,68 ab 
Azospirillum sp.1-2 32,32 abe 
A. lipoferum 2 32,04 abe 
Azospirillum sp.1-3 31,84 abcd 
A. lipoferum 3 31,49 abcde 
Azospirillum sp. 1-4 30,69 abcdef 
A. halopraeferens 1 29,88 abcdefg 
Azospirillum sp. 1-5 28,48 abcdefgh 
A. brasilense 1 28,05 abcdefgh 
A. brasilense 2 27,97 abcdefgh 
A. brasilense 3 26,94 abcdefgh j 
A. brasilense 4 26,87 abcdefgh j 
A. lipoferum 4 26,84 abcdefgh j 
A. ha/opraeferens 2 26,40 abcdefgh j k 
A. ha/opraeferens 3 26,17 abcdefgh j k 1 
A. ha/opraeferens 4 25,20 abcdefgh j k 1m 
A. lipoferum 5 24,18 abcdefgh j k 1m 
A. lipoferum 6 22,49 abcdefgh j k 1m n 
A. lipoferum 7 22,27 abcdefgh jklmno 
A. ha/opraeferens 5 21,65 abcdefgh jklmnop 
A. brasilense 5 21,38 abcdefgh jklmnopq 
A. lipoferum 8 21,09 abcdefgh jklmnopqr 
A. lipoferum 9 20,37 abcdefgh jklmnopqrs 
A. lipoferum 1 O 19,74 abcdefgh jklmnopqrs 
A. lipoferum 11 19,44 abcdefgh jklmnopqrst 
A. lipoferum 12 18,90 abcdefgh jklmnopqrstu 
A. brasilense 6 17,08 abcdefgh jklmnopqrstuv 





(ppm) (a= 0,05) 
A. brasilense 7 16,37 cdefgh jklmnopqrstuvw 
A. lipoferum 14 16,17 cdefgh jklmnopqrstuvw 
A. lipoferum 15 14,59 de fg h jklmnopqrstuvwx 
A. lipoferum 16 13,86 e f g h jklmnopqrstuvwx 
A. lipoferum 17 13,60 f g h jklmnopqrstuvwx 
A. lipoferum 18 12,97 gh jklmnopqrstuvwx 
A. lipoferum 19 12,77 h jklmnopqrstuvwx 
A. lipoferum 20 12,60 jklmnopqrstuvwx 
A. lipoferum 21 12,38 jklmnopqrstuvwx 
A. halopraeferens 6 12,21 jklmnopqrstuvwx 
A. /ipoferum 22 12,07 jklmnopqrstuvwx 
A. brasilense 8 11,59 klmnopqrstuvwx 
A. lipoferum 23 11,27 klmnopqrstuvwx 
A. lipoferum 24 10,74 lmnopqrstuvwx 
A. /ipoferum 25 10,55 mnopqrstuvwx 
A. lipoferum 26 10,35 mnopqrstuvwx 
A. brasilense 9 9,26 nopqrstuvwx 
A. lipoferum 27 9,04 opqrstuvwx 
A. /ipoferum 28 8,90 pqrstuvwx 
A. lipoferum 29 8,78 qrstuvwx 
A. lipoferum 30 8,58 qrstuvwx 
A. /ipoferum 31 8,39 rstuvwx 
A. lipoferum 32 8,17 stuvwx 
A. lipoferum 33 7,44 tu vwx 
A. lipoferum 34 7,41 uvwx 
A. lipoferum 35 7,15 uvwx 
A. lipoferum 36 6,85 vwx 
A. halopraeferens 7 6,75 wx 
A. lipoferum 37 6,56 wx 
A. lipoferum 38 6,24 X 
Azospirillum sp.1-6 5,75 X 
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Tabla 1 O. Nitrógeno fijado como amonio (ppm) por Herbaspirillum spp. nativas 




















Absorbancia control = 0,202 











Tabla 11. Prueba de Kruskai-Wallis del nitrógeno fijado como amonio por 
Herbaspirillum spp. aisladas de raíces de Zea mays L. 
Herbaspirillum spp. 
Amonio Significancia 
(ppm) (a= 0,05) 
EDH1 21,38 a 
EDH2 19,98 a b 
EDH3 18,41 a b e 
EDH4 17,83 a b e d 
EDH5 11,92 b e d e 
EDH6 11,03 e d e 
EDH7 10,12 d e 
EDH8 9,61 e 
73 
Tabla 12. Nitrógeno fijado como amonio (ppm) por G/uconacetobacter spp. nativas 






































Tabla 13. Prueba de Kruskai-Wallis del nitrógeno fijado como amonio por 
G/uconacetobacter spp. aisladas de raíces de Zea mays L. 
G/uconacetobacter spp. 
Amonio Significancia 
(ppm) (a= 0,05) 
EDG1 30,56 a 
EDG2 28,17 a b 
EDG3 20,68 a b e 
EDG4 19,22 a b e d 
EDG5 17,46 a b e d e 
EDG6 10,50 b e d e f 
EDG7 9,41 e d e f 
EDG8 7,83 d e f 
EDG9 5,99 e f 
EDG10 5,14 f 
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Tabla 14. Nitrógeno fijado como amonio (ppm) por Burkholderia spp. nativas en 







Absorbancia control = 0,202 















Tabla 15. Prueba de Kruskai-Wallis del nitrógeno fijado como amonio por 
Burkholderia spp. aisladas de raíces de Zea mays L. 
Burkholderia spp. 
Amonio Significancia 
(ppm) (a= 0,05) 
EDB1 28,74 a 
EDB2 25,83 a b 
EDB3 18,08 a b e 
EDB4 13,32 b e 
EDB5 9,96 e 
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V. DISCUSIÓN 
En muestras de raíces de maíz se aislaron bacterias endófitas diazotróficas 
coincidiendo con Menezes (2009) y Muñoz y Vásquez (2012). Las bacterias 
endófitas son aquellas aisladas de tejidos de plantas desinfectados 
superficialmente o de su interior y que no causan algún efecto negativo inmediato 
o daño aparente en la planta hospedera (Hallmann et al., 1997, mencionados por 
Mano y Morisaki, 2008). Evolutivamente, los endófitos son intermediarios entre 
saprófitos y patógenos (Pérez et al., 201 O). Se encuentran en los espacios 
intercelulares de los tejidos y con menor frecuencia intracelularmente y en tejidos 
vasculares (Pérez et al., 2009). 
Las muestras de raíces de mafz fueron desinfectadas superficialmente, 
para aislar bacterias endófitas, coincidiendo con Menezes (2009), quien trabajó 
con raíces y tallos de maíz, así como también, Garrido (2007) con raíces, tallos y 
hojas de Panicum maximun ··pasto guinea··, Dichantium aristatum ··pasto Angleton··, 
Brachiaria sp. y Mello et al. (2012), con raíces y hojas de Oryza sativa L. La 
desinfección de los tejidos posibilita, no solo el aislamiento, sino también la 
cuantificación o determinación de la diversidad y densidad de bacterias endófitas 
cultivables (Pérez et al., 201 O; Marra et al., 2012). 
El macerado de raíces de maíz, previamente desinfectadas fue sembrado 
en medios semisólidos sin nitrógeno, para visualizar bacterias endófitas 
diazotróficas. De igual manera, se utilizaron los medios LGI, JNFb y JMV para 
aislar bacterias rizosféricas y endófitas de raíces de maíz (Muñoz & Vásquez, 
2012); así como también NFb, LGI, JNFb, · LGI-P y. JMV para a~slar bacterias 
rizosféricas y endófitas de raíces, tallo y hojas de pastos (Garrido, 2007). 
Las bacterias diazotróficas microaerófilas fueron reconocidas por una 
película blanquecina, formada bajo la superficie del medio semisólido, donde la 
consistencia semisólida favorece el crecimiento y desplazamiento de las bacterias 
hacia el lugar, en el que la tasa de respiración está en equilibrio con la tasa de 
difusión del oxígeno y se mantienen las condiciones de microaerofilia, requeridas 
para la actividad de la nitrogenasa (Garrido, 2007; Franco, 2008). Al respecto, 
Sánchez (2008) aisló bacterias diazotróficas en los medios NFb, LGI, JNFb, LGI-P 
y JMV, observando el desarrollo de la película aerotáxica blanca bajo la superficie, 
mientras que en los mismos medios sólidos las bacterias crecieron normalmente 
en la superficie, evidenciándose su condición de microaerófilos facultativos. 
En los medios semisólidos, además de la película bacteriana se evidenció · 
viraje del indicador. De igual manera, Mantilla (2007) observó viraje del indicador 
en NFb, debido a la alcalización por la actividad metabólica de la película 
bacteriana, con utilización del ácido málico y transformación en malato. A su vez, 
Sánchez (2008) observó viraje del indicador al azul, cuando el medio 
correspondiente era verde y a verde cuando era amarillo, lo que indicó un cambio 
de pH, por actividad de las bacterias fijadoras de nitrógeno. 
Para tener la certeza de obtener bacterias fijadoras de nitrógeno, se 
realizaron tres subcultivos en medios semisólidos sin nitrógeno, por cuanto estos 
medios son semiselectivos y contienen trazas de nitrógeno, proveniente de los 
reactivos y del agua destilada, que posibilitan el crecimiento de organismos que 
utilizan nitrógeno combinado. Los subcultivos sucesivos evitan el crecimiento de 
saprófitos y minimizan la ocurrencia de falsos positivos (Menezes, 2009). De esta 
manera, la frecuencia de muestras de raíces de maíz positivas para bacterias 
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fijadoras de nitrógeno fue disminuyendo desde 68,5% en NFb a la siembra, hasta 
48,1% después del tercer subcultivo. 
Las bacterias fijadoras de nitrógeno o diazotróficas pueden ser de vida 
libre, asociativas y endófitas. Las asociativas o endófitas facultativas colonizan 
tanto el suelo rizosférico como el interior de la raíz, siendo el género Azospirillum 
representante de este grupo. A su vez, las endófitas obligadas colonizan el interior 
de las raíces, mencionándose especies de Herbaspirillum, Gluconacetobacter y 
Burkholderia (Garrido, 2007). Estas bacterias dependen del hospedero para su 
crecimiento, sobrevivencia y dispersión, a diferencia de las facultativas que 
cumplen una etapa de su ciclo fuera del hospedero, generalmente en el suelo 
(Beracochea, 2011 ). 
En el presente estudio se utilizaron medios de cultivos semisólidos con 
diferentes fuente de carbono para la fijación de nitrógeno, a pH recomendados 
para bacterias específicas: NFb con ácido málico para A. lipoferum, A. brasilens, 
A. irakense y A. halopreferens; LGI con sacarosa para Azospirillum amazonense; 
JNFb con pH 5,8 para Herbaspirillum; LGI-P con 1 O% de sacarosa y pH 5,5 para 
Gluconacetobacter y JMV con manito! y pH 4,2 - 4,5 para Burkholderia spp. 
(Sánchez, 2008; Jha et al., 2009; Marra et al., 2012). 
El medio LGI es similar al NFb, con la diferencia que la fuente de carbono 
sacarosa, el aumento en la concentración de la solución tampón y la reducción del 
pH son factores selectivos para aislar A. amazonense. Este criterio denota que la 
investigación de la fisiología de los microorganismos nuevos, se aplica en la 
metodología que permite la detección de forma más segura, barata y selectiva 
(Massena et al., 2006). Por su parte, el aislamiento de Herbaspiril/um puede ser 
confundido con Azospirillum, por lo que el pH inicial del medio JNFb se disminuyó 
a 5,8. Esta condición, aunada al desarrollo de colonias con la región central azul, 
en JNFb con una concentración de azul de bromotimol tres veces mayor, así como 
las colonias húmedas y pequeñas con el centro marrón en medio batata, 
identifican Herbaspirillum spp. (Punschke y Mayans, 2011 ). 
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El género Azospirillum fue aislado del 63,0% de raíces de maíz sembradas 
en NFb y LGI, superando a 43,48% reportado por Muñoz & Vásquez (2012) para 
raíces de maíz sembradas en NFb. En Lambayeque, estas bacterias fueron 
reportadas en el 55,7% de muestras de raíces de arroz (García & Muñoz, 201 O) y 
33% de raíces de tomate (Baiocchi & Saavedra, 2011 ). En otras investigaciones 
Azospirillum fue aislado de arroz (Xie & Yokota, 2005), maíz (Mehnaz et al., 2007), 
cereales forrajeros (Moreira, 2010), sorgo (Díaz et al., 2012) e incluso de suelo 
contaminado con petróleo (Young et al., 2008). 
Azospirillum fue identificado en el 87,5% de las bacterias fijadoras de 
nitrógeno provenientes de NFb, superando a 74,1% registrado por Muñoz & 
Vásquez (2012) para bacterias diazotróficas provenientes de raíces de maíz. Esta 
superioridad es explicada porque en el presente estudio las bacterias se aislaron 
de raíces desinfectadas por un proceso de aproximadamente 42 minutos, a 
diferencia a los 5 minutos de desinfección en hipoclorito de sodio, correspondiente 
a Muñoz & Vásquez (2012). 
El género Herbaspiril/um fue identificado en el 35,2% de muestras de raíces 
de maíz sembradas en JNFb y en el 31,6% de las bacterias fijadoras de nitrógeno. 
Se coincide con Baldani et al. (1992), quienes reportaron esta bacteria en 
asociación con raíces de maíZ. También se aisló de arroz (Baldani et al., 2000) y 
Pennisetum purpureum (kirchhof et al., 2001), Musa spp. (Weber et al., 2001) 
Phaseolus vulgaris (Valverde et al., 2003), Triticum sp. (Rothballer et al., 2006) y 
Allium victoria lis (Jung et al., 2007). Según Moreira et al. (201 O) Herbaspirillum es 
menos frecuente que los demás diazotróficos conocidos, son endófitos obligatorios 
y su sobrevivencia es mínima sin el hospedero. 
Gluconacetobacter fue identificado en el 35,2% de muestras de raíces de 
maíz sembradas en LGIP y en el 41,6% de bacterias fijadoras de nitrógeno. Se 
coincide con Dibut et al. (2005) y Menhaz et al. (2006), quienes reportaron este 
género en asociación con maíz. También se aisló de Ananas comosus "piña" 
(Tapia et al., 2000), Coffea arabica L. "café" (Fuentes et al., 2001 ), Musa 
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paradisiaca "banana" (Muthukumarasamy et al., 2002), arroz (Loganatan & Nair, 
2003), Saccharum officinarum L. "caña de azúcar" (Massena et al., 2006), Citrullus 
lanatus "melón", Cucurbita máxima "calabaza", Manihot esculenta "yuca", Ca rica 
papaya "papaya", y Rosa canina "rosa" (Menhaz et al., 2006). Este es el primer 
reporte de Herbaspirillum y Gluconacetobacter en maíz en Lambayeque. 
El género Burkholderia fue identificado en el 27,8% de muestras de raíces 
de maíz sembradas en JMV y en el 17% de bacterias fijadoras de nitrógeno. Se 
coincide con Reis et al. (2004) quienes aislaron estas bacterias de maíz y caña de 
azúcar. También se aisló de arroz (Gillis et al., 1995), banano (Weber et al., 2000), 
café (Caballero et al., 2004) forestales (Jang et al., 2006), tomate (Caballero et al., 
2007), Eleocharis dulcis (Aizawa et al., 201 O) e incluso se encontró en 
endosimbiosis con el hongo micorrízico Gigaspora margarita (Minerdi et al., 2001). 
La mayor frecuencia de raíces de maíz con bacterias fijadoras de nitrógeno, 
se alcanzó en el medio NFb, seguido de LGI y LGI-P. Un valor inferior 
correspondió a JNFb y JMV. Se coincide con Marra et al., (2012), quienes 
informaron que en la densidad de bacterias diazotróficas rizosféricas y endófitas 
caracterizadas en Syngonanthus elegans, el mayor porcentaje correspondió a 
NFb, seguido de LGI y JNFb. A su vez, en S. aciphyllum fue NFb 
>JNFb>LGI>JMV. Por su parte, Menezes (2009) reportó que el mayor número de 
bacterias diazotróficas endófitas aisladas de raíces de maíz correspondió al medio 
LGI (40%), seguido de JMV (31 %) y JNFb (29%). 
La mayor frecuencia de raíces de maíz con bacterias fijadoras de nitrógeno 
microaerófilas aisladas en Nfb y LGI correspondió a Azospirillum. Estas bacterias 
establecen asociación con monocotiledóneas y dicotiledóneas (Baiocchi & 
Saavedra, 2011; Muñoz & Vásquez, 2012) y tienen una amplia distribución 
ecológica, debido a su baja especificidad en relación con la planta hospedadora y 
las diversas rutas metabólicas alternativas que le permiten utilizar ácidos 
orgánicos, azúcares y aminoácidos disponibles en la rizósfera (Carreña et 
al.,2010). Se les puede encontrar en el mucílago de la rizósfera de las plantas, en 
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una colonización externa de las raíces, pero también pueden ingresar a los tejidos. 
Asimismo, en condiciones desfavorables producen melanina, polihidroxibutirato, 
polisacáridos, forman agregados celulares o ··quistes·· y presentan pleomorfismo 
(Cholula, 2005; Baca & Sánchez, 201 O); mecanismos que explican su mayor 
número entre las bacterias diazotróficas endófitas aisladas. Por el contrario, 
Herbaspiril/um, Gluconacetobacter y Burkholderia son endófitos obligados, cuya 
sobrevivencia es mínimo, sin el hospedero (Garrido, 2007; Menezes, 2009; 
Moreira et al., 201 0). 
Azospirillum predominó frente a Gluconacetobacter, Herbaspirillum y 
Burkholderia. Al respecto Marra et al. (2012) cuantificaron estas bacterias como 
rizosféricas y endófitas con el cultivo de flores Syngonanthus sp ··siempre viva··, 
determinando que en NFb y LGI sembrados con muestras de suelo rizosférico y 
tejido superficial de tallos se alcanzaron 4,98 y 4,08 NMP X 104 g-1 de tejido 
vegetal, en comparación con 3,34 NMP X 104 g-1 en JNFb. Las bacterias de 
Azospirillum son consideradas rizosféricas y Herbaspirillum son endófitas. En este 
contexto, en muestras de hojas y raíces desinfectadas y sembradas en JNFb se 
alcanzó 2,49 NMP X 104 g-1 de tejido foliar, en comparación con 0,67 y 0,65 en 
NFb y LGI, respectivamente. 
En el 17- 87,5% de las bacterias fijadoras de nitrógeno obtenidas en los 
diferentes medios semisólidos, se identificaron Azospirillum, Herbaspirillum, 
Gluconacetobacter y Burkholderia, lo que significa que el 83- 12,5% de bacterias 
correspondieron a otros géneros. Según Baldani (2004), los medios NFb, JNFb y 
JMV son semiselectivos, para Azospirillum, Herbaspiril/um y Burkholderia, 
respectivamente; sin embargo, pueden crecer otros diazótrofos. De esta manera, 
Menezes (2009) utilizó LGI, JNFb y JMV para aislar bacterias diazotróficas de 
maíz, identificando Achomobacter; Pseudomonas y Raoultella como rizosféricas y 
Enterobacter, Ochrobactrum, Pantoea y Pseudomonas como endófitas. Por su 
parte, Garrido (2007) además de A. brasilense y A. lipoferum, aisló Klebsiella 
pneumoniae de pastos guinea, angleton y braquiaria. 
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Corroborando lo expuesto, Sánchez (2008) investigó el crecimiento de ocho 
morfotipos de bacterias diazótrofas, determinando que cuatro (A 1 O, A 11, A24, 
A 13) mostraron especificidad para su medio de aislamiento LGI-P y uno para JMV, 
mientras que A4 creció en LGI-P y JNFb; A12 en JMV y JNFb; A14 en JMV y NFb 
y A 16 en JMV y LGI-P. Con base a los resultados, se concluyó que las bacterias 
eran diazótrofas, pero no era posible la determinación exacta del género, aun 
cuando solo haya crecido en uno de los medios semisólidos. En ese contexto, en 
el presente estudio también se realizó la caracterización fenotípica de las 
bacterias, confirmándose los géneros Azospiril/um, Herbaspirillum, 
Gluconacetobacter y Burkholderia. 
La caracterización fenotípica incluyó la morfología, pruebas de hidrólisis de 
diversos sustratos, utilización de diferentes fuentes de carbono para la fijación de 
nitrógeno, entre otras. De igual manera, se identificó Azospirillum en malezas de 
maíz (Casos & Santiago, 2013), Herbaspirillum en arroz (Eibeltagy et al., 2001; 
koomnok et al., 2007), Gluconacetobacter en maíz, caña de azúcar, calabaza, 
melón, papaya y yuca (Dibut et al., 2005) y Burkholderia en suelo rizosférico de 
maíz, pastos, caña de azúcar, café y frutales (Moreno y Galvis, 2013). 
Las características fenotípicas ofrecen una visión detallada de la variación 
de las bacterias entre una o diferentes especies, permitiendo también reconocer 
los rasgos característicos de cada especie; no obstante, no evidencian la 
localización exacta de los microorganismos cuando se investigan la capacidad de 
colonización o distribución dentro del hospedero (Rives et al., 2007). En este 
contexto, las técnicas convencionales de identificación no se pueden subestimar, 
sino que deben complementarse con las técnicas moleculares (Bou, 2011 ). 
Todas las bacterias diazotróficas fijaron nitrógeno in vitro. Se coincide con 
Jau et al. (2005) y Mallo et al. (2012) quienes demostraron la fijación de nitrógeno 
in vitro mediante la técnica de reducción del acetileno, ARA, por Azospirillum, 
Herbaspiril/um, Gluconaceobacter y Burkholderia. 
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Kennedy et al. (2004) demostraron que dependiendo de la variedad de 
arroz algunas especies de Herbaspirillum pueden fijar 19 - 54% del nitrógeno 
requerido para este cultivo. En cuanto a Gluconacetobacter se han descrito cuatro 
especies capaces de fijar nitrógeno (Moreira et al., 201 0). En algunas variedades 
de caña pueden contribuir con el 60% del nitrógeno requerido (Urquiada et al., 
1992). Respecto a Burkholderia, diversas especies son capaces de fijar nitrógeno 
atmosférico en simbiosis (Minerdi et al., 2001; Chen et al., 2006), vida libre y en 
asociación con plantas (Kim et al., 2006; Perin et al., 2006; Yang et al., 2006). 
El amonio producto de la fijación de nitrógeno in vitro se cuantificó por el 
método de Berttelot, basado en la aparición del azul de indofenol, producto de la 
reacción del ion amonio con ·1os compuestos fenólicos, en presencia del agente 
hipoclorito de sodio y el catalizador ferrocianato de potasio (Lara et al., 2007). Con 
las bacterias diazotróficas aisladas de maíz se cuantificó hasta 33, 17ppm con 
Azospirillum lipoferum 1, superando los concentraciones de 32, 13ppm (Casos & 
Santiago, 2013); 29,09ppm (García & Muñoz, 2010); 21 ,09ppm (Baiocchi & 
Savedra, 2011) y 20,48ppm (Muñoz & Vásquez, 2012) reportados para 
Azospirillum spp. aisladas de malezas asociadas a maíz, arroz, tomate y maíz, 
respectivamente. 
Con las bacterias endófitas que alcanzaron las mayores concentraciones 
de amonio en cada uno de los géneros identificados, se confirmó la diazotrofía con 
la presencia del gen nitl-l en el ADN bacteriano. Se coincide con Jha et al. (2009), 
quienes verificaron el potencial de fijación de nitrógeno en siete aislados de 
proteobacterias representativas de los grupos a, 13 y y, aisladas de arroz, 
obteniendo un producto de 360 pares de bases, correspondiente a un fragmento 
del gen nitl-l en Azospirillum, Herbaspirillum y Burkholderia. El gen nifl-l codifica la 
ferroproteína dinitrogenasa reductasa y es uno de los genes estructurales (nitl-lDK) 
de la nitrogenasa (Jou et al., 2005) o complejo que cataliza la conversión del 
nitrógeno gaseoso a amoniaco en la fijación biológica de nitrógeno (Mayz, 2004). 
83 
VI. CONCLUSIONES 
./ Las bacterias endófitas aisladas de raíces de maíz son, microaerófilas, fijan 
nitrógeno in vitro y presentan el gen nifl-1 . 
./ Se aislaron bacterias endófitas diazotróficas en raíces de cultivos de maíz 
en Lambayeque . 
./ La caracterización fenotípica de 132 bacterias endófitas diazotróficas 
identificó Azospirillum (45,5%), Herbaspirillum (6, 1 %), Gluconacetobacter 
(7,6%) y Burkholderia (2,3%) en raíces de maíz . 
./ Las bacterias endófitas aisladas de maíz fijaron nitrógeno in vitro 
alcanzando 5, 75-33, 17ppm de amonio (Azospirillum spp.), 9,61-21 ,38ppm 
(Herbaspirillum spp.), 6,0-30,57ppm (Giuconacetobacter spp.) y 
9,96- 28,78ppm (Burkholderia spp.) . 
./ Se identificó el gen nifl-1 en Azospiril/um lipoferum 1, Herbaspirilluni EDH1, 
Gluconacetobacter EDG1 y Burkholderia EDB1. 
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VII. RECOMENDACIONES 
./ Determinar el efecto de las bacterias endófitas diazotróficas en el desarrollo 
vegetativo de maíz en condiciones de invernadero . 
./ Investigar la producción de ácido indo! acético y solubilización de fosfato 
por las bacterias endófitas diazotróficas aisladas de maíz . 
./ Determinar el efecto de Azospirillum /ipoferum 1, Herbaspirillum EDH1, 
Gluconacetobacter EDG1 y Burkho/deria EDB1, en el desarrollo vegetativo 
y rendimiento de maíz, en condiciones de campo. 
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RESUMEN 
El presente trabajo de investigación se desarrolló con el objetivo de determinar las 
características de bacterias endófitas diazotróficas aisladas de raíces de Zea 
mays L. "maíz", como una alternativa para disminuir el uso de fertilizantes 
nitrogenados sintéticos, que contaminan el ambiente. Las raíces se lavaron con 
detergente neutro, se desinfectaron con alcohol e hipoclorito de sodio y se 
enjuagaron con solución tampón y agua destilada esterilizada. Después, se obtuvo 
el macerado que se sembró en los medios semisólidos sin nitrógeno NFb Y LGI 
para Azospirillum spp., JNFb para Herbaspirillum, LGI-P para G/uconacetobacter y 
JMV para Burkholderia spp. Las bacterias fijadoras de nitrógeno se reconocieron 
. por una película blanquecina formada bajo la superficie del medio y por el viraje 
del indicador, siendo aisladas en sus respectivos medios sólidos. Se obtuvieron 
132 cultivos bacterianos entre los que se indentificó Azospirillum (45,5%), 
Herbaspirillum (6, 1 %), G/uconacetobacter (7,6%) y Burkholderia (2,3%). Estas 
bacterias fijaron nitrógeno in vitro, alcanzando 5,75-33, 17ppm de amonio 
(Azospirillum spp.), 9,61-21 ,38ppm (Herbaspirillum spp.), 6,0-30,57ppm 
(Giuconacetobacter spp.) y 9,96-28,78ppm (Burkholderia spp.). Se identificó el 
gen nit't-i en Azospirillum lipoferum 1, Herbaspiril/um EDH1, Gluconacetobacter 
EDG1 y Burkholderia EDB1, demostrándose el potencial de las bacterias endófitas 
aisladas de maíz como fijadoras de nitrógeno. 
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Cálculo del número de muestras para el aislamiento de bacterias endófitas 
diazotróficas (en Alvitres, 2000) 
Dónde: 
n= Z2 p.g 
T2 
n= (1 ,96)2 (0,90. O, 1 O) 
(0,8)2 
n= 54,02 muestras 
n =Tamaño de la muestra 
Z= 1,96 (a= 0,05) valor estándar 
p = prevalencia o presencia de bacterias endófitas diazotróficas en 
raíces (0,90) 
q = 1-p, ausencia (0, 1 O) 
T= error estimado (0,08) 
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ANEXO 2 
Medios de cultivo para el aislamiento, identificación y mantenimiento de 
bacterias endófitas diazotróficas (en Garrido, 2007; Jha et al., 2009) 




Agua destilada 1000ml 
Verificar el pH 7,0 y autoclavar. 
b. Agar nutritivo (AN) 
Componentes gl" 
Peptona 5,0 
Extracto de carne 3,0 
Agaragar 15,0 
Agua destilada en cantidad suficiente 1000ml 
c. Medio de cultivo NFb (Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense, 
Azospirillum irakense y Azospiril/um ha/opraeferens) 
Componentes gl" 
Acido málico 5,0 
K2.HP04 0,5 
MgS047H20 0,2 
NaCI O, 1 
CaCI2 2H20 0.02g 
Solución de micronutrientes 1 2ml 
Azul de bromotimol (0,5% en KOH 0,2N) 2ml 
FeEDTA (Solución 1 ,64%) 4ml 
Solución de vitaminas 1 (Biotinol) 1ml 
KOH 4,5g 
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Pesar los compuestos en el orden indicado, posteriormente completar el 
volumen a 1 OOOmL con agua destilada y ajustar el pH a 6,5 - 6.8. Para el medio 
semisólido agregar 1, 75 - 1.8g de agar agarL-1 y para el medio sólido 15g de agar 
agarL-1 y 20mgL-1 de extracto de levadura como fuente de nitrógeno. 












Completar el volumen a 1 OOOmL con agua destilada. 
FeEDTA (Solución 1.64%) 
Preparar una solución madre con 7,0g de Fe S04.7H20 y 2g de EDTA de 
potásico en 1 L de agua destilada. Luego, tomar 1, 17mL de la solución madre y 
completar a 1 L con agua desmineralizada, para obtener la solución 1 ,64% de Fe 
deseada. 
d. Medio de cultivo LGI (Azospirillum amazonense) 
El medio de cultivo LGI, fue desarrollado a partir del medio LG (Lipman, 
1904). La 1 hace referencia al investigador J. lvo Baldani. Este medio promueve el 
aislamiento de Azospirillum amazonense. 
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Componentes gr 






Azul de bromotimol (0,5% en KOH 0,2N) 5ml 
FeEDTA (Solución 1 ,64%) 4ml 
Solución de vitaminas 1 (Biotinol) 1ml 
Agua destilada en cantidad suficiente 1000ml 
Ajustar el pH a 6,0-6,2. Para medio semisólido adicionar 1 ,75g de agar agarl-1, 
para medio sólido 15g de agarl -1 y 20mgL-1 de extracto de levadura como fuente 
de nitrógeno. 
e. Medio de Cultivo JNFb (Herbaspirillum spp.) 
El medio JNFb fue desarrollado por la investigadora Johanna Dobereiner a 
partir del medio NFb. La J hace referencia a la investigadora. 
Componentes gl-





Solución de micronutrientes 1 2mL 
KH2P04 1,8 
Azul de bromotimol (0,5 % en KOH 0,2N) 2ml 
FeEDTA (Solución 1,64 %) 4ml 
Solución de vitaminas 1 (Biotinol) 1ml 
KOH 4,5 
Agua destilada en cantidad suficiente 1000ml 
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Ajustar el pH a 5,8. Para medio semisólido agregar 1 ,8g de agarl-1, para 
medio sólido 18g de agar agarl-1 y 20mgl-1 de extracto de levadura como fuente 
de nitrógeno. 
f. Medio de cultivo LGI-P (Giuconacetobacter diazotrophicus) 
Este medio fue desarrollado a partir del medio de cultivo LGI (Baldani, 
1984), en donde la P hace referencia a Pernambuco, lugar de aislamiento de la 
primera cepa de Acetobacter diazotrophicus. 
Componentes 






Azul de bromotimol (0,5 % en KOH 0,2N) 
FeC!s.6H20 
Solución de vitaminas 1 (Biotinol) 











, Ajustar el pH a 5.5. Para medios semisólidos agregar 1 ,8g de agarl -1, para 
medio sólido 17g de agar agarL-1 y 20mgl-1 de extracto de levadura como 
fuente de nitrógeno. 
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NaCI O, 1 
CaCI.2H20 0,2 
Azul de bromotimol (0,5 % en KOH 0,2N) 2ml 
Agaragar 2,1 
Solución de micronutrientes 11 2ml 
Solución de vitaminas 11 2ml 
Agua destilada en cantidad suficiente 1000ml 
Ajustar el pH a 5,0. 
Para obtener la solución de vitaminas 11, diluir una pastilla de complejo B 
comercial en 1 Oml de agua destilada. 















h. Caldo extracto de suelo al10% (en García & Muñoz, 2010) 
Componentes gl-
K2HP04 0,4 




Triptona 1 ,O 
Extracto de levadura 1 ,O 
Extracto de suelo al 1 O% 250ml 
Agua destilada 750ml 
Ajustar a pH 7,3 para obtener extracto de suelo al 10%, depositar en un 
matraz 250g de suelo agrícola y 500ml de agua destilada. Hervir 2 horas, 
completar a 500ml con agua destilada y filtrar el sobrenadante. Tomar 25ml del 
filtrado y completar a 500ml con agua destilada. 
i. Reactivos (en Lara et al., 2007; Cadena & Martinez, 2011) 
• Cloruro de potasio 2M 
Cloruro de potasio 149, 12g 
Agua destilada 1000ml 
• Solución alcohólica de fenol 1 O% 
Fenol concentrado 10ml 
Alcohol97° 90ml 
• Nitroprusiato de sodio 0,5% 
Nitroprusiato de sodio 0,5g 
Agua destilada 100ml 
• Solución oxidante 
Citrato de sodio 20g 
Hidróxido de sodio 1g 
Hipoclorito de sodio 5% (lejía comercial) 2ml 
Agua destilada 100ml 
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ANEXO 3 
Procedimiento para elaborar la curva de calibración para cuantificar el ión 
amonio (en Lara et al., 2007) 
a. Fundamento del método colorimétrico de Berthelot (fenolhipoclorito) 
Se basa en la formación de un color azul intenso de indofenol, que resulta 
de la reacción del ión amonio (NH4) con los compuestos fenólicos, en presencia 
de un agente oxidante, el cual puede ser hipoclorito de sodio u o-fenal; y la 
presencia de un catalizador, principalmente nitroprusiato de sodio o de potasio. El 
mecanismo de la reacción depende de la luz presente, la temperatura ambiente, 
catalizadores y pH alcalino. Cuando se utiliza fenal o sodio la reacción puede ser 
representada de la siguiente manera: 
NH3 + 2CaHaO-+ 3CIO- ---7 O= CaH4= N-CaH4-0 + 2H20 + OH-+ 3Cr 
b. Preparación de diluciones a partir de una solución madre de NH4CI 
Para obtener la curva patrón se prepara una solución madre de 1 OOppm de 
NH4CI, para lo cual se pesa 0,1 g de NH4CI y se disuelve en 1 L de agua 
bidestilada. Posteriormente, a partir de la solución madre se efectúan las 
siguientes diluciones: 
Solución patrón H20 bidestilada 
N~CI 
No de tubo (Ug/ml = ppm) 
[ml] [ml] 
N~CI 
1 0,0 10,0 o 
2 0,2 9,8 2 
3 0,4 9,6 4 
4 0,6 9,4 6 
5 0,8 9,2 8 
6 1,0 9,0 10 
7 1,5 8,5 15 
8 2,0 8,0 20 
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c. Procedimiento para la cuantificación de amonio por colorimetría 
Obtenidas las diluciones, agregar a cada tubo 0,4ml de solución 
alcohólica de fenol al 1 0%; 0,4ml de nitro prusiato de sodio al 0,5% y 1 ml de 
solución oxidante, luego agitar para mezclar y dejar en reposo durante 1 hora. 
Observar una coloración que varía del verde azul al azul intenso según la 
concentración de amonio. Leer la absorbancia de cada dilución en el 
espectrofotómetro a 632,9nm. Una vez obtenida la absorbancia de todas las 
concentraciones de amonio, corregir los valores y mediante regresión lineal con el 
programa Microsoft Excel 2007, obtener la ecuación de la recta y el coeficiente de 
determinación (R2) que deberá ser mayor a 0,9 para demostrar una dispersión 
homogénea de los valores sobre la recta. 
N° tubo NH4 100 (ppm) Absorbancia Absorbancia corregida 
o 0,058 0,000 
01 
02 .2 0,199 0,141 
03 4 0,311 0,253 
04 6 0,480 0,422 
05 8 0,576 0,518 
06 10 0,619 0,561 
07 15 0,884 0,826 
Obtenida la absorbancia de las siete concentraciones de amonio, introducir 




En la ecuación obtenida: 
Donde: 






y = 0.0544x + 0.0387 
y: representa la absorbancia captada (variable dependiente) 
x: cantidad de amonio en ppm (variable independiente) 
Despejar "x" para obtener la cantidad de amonio (ppm) fijado por cada bacteria 
nativa. 
X= (y- 0.0387)/(0.0544) 
110 
ANEXO 4 
Bacterias endófitas diazotróficas aisladas de raíces de Zea mays L. en 
Lambayeque, 2014 
Medios NFb LGI JNFb LGI-P 
~ So 
M**............._ a b 
So So So So 
M1 + + + + + + + + + + + 
M2 + + + 
M3 + + + + + + + + + + + + + 
M4 + + + + + + + + + 
M5 + + + + + + 
M6 + + + + + + + + 
M7 + + + + 
M8 + + + + + + + + + + + + + + 
M9 + + 
M10 + + + + + + 
M11 + + + + + + + + + + + + + 
M12 + + 
M13 + + + + + + + + 
M14 + + + + + + + + + + + 
M15 + + + + + + + 
M16 + + + + + 
M17 + + + + + + + + + 
M18 + + + + + + 
M19 + + + + + + + 
M20 + + + + + + 
M21 + + + + + + + + + + + 
M22 + + + + 
M23 + + + + + + 
M24 + + + + + + + + + + + + + + + + 
M25 + + + + + + + 
M26 + + + + 
M27 + 
M28 + + + + + + + + + + 
M29 + + + + + 
M30 + + 
M31 + + + + + + + + + + + + 
M32 + + 
M33 + + + + + + + + 
M34 + + + + + + + + + + + + 
M35 + + + + + + + + + + 
M36 + + + 
M37 + + + + + + + + + + + 
M38 + + + + + + + + + + 
M39 + + + 
M40 + + + + + + 
M41 + + 
M42 + + + + + 
M43 + + + + + + + + 
M44 + + + + + + 
M45 + + + + + + + + + + + 
M46 + + 
M47 + + + + + + + + + + 
M48 + + + + + + + + 
M49 + + + + + + + + 
M 50 + + + + + + + + + 
M 51 + + 
M 52 + + + + + + + + + 
M 53 + + + + + 
M 54 + + + + + + + + 
Total+ 37 30 29 26 28 23 20 18 19 16 15 10 19 16 15 13 15 
M= Muestra; So=Siembra (a=1 o-1, b=1 0-2); S1-2-3=Subcultivos. 
JMV 
+ + 
+ + + 
+ 
+ + + 
+ + + 
+ 
+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ 
+ + 
+ + + 
+ 
12 10 10 
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Azospirillum spp. aisladas en muestras de raíces de Zea mays L. en medios 
NFb y LGI 
Azospirillum spp. 
Muestra 
Medio Azospirillum spp. 
Muestra 
No No 
A. lipoferum 1 1 NFb A. lipoferum 14 48 
Azospirillum sp. 1 4 NFb A. lipoferum 15 31 
Azospirillum sp. 2 5 NFb A. lipoferum 16 49 
A. lipoferum 2 6 NFb A. lipoferum 17 50 
A. lipoferum 3 1 LGI A. lipoferum 18 33 
Azospirillum sp. 3 3 LGI A. lipoferum 19 52 
Azospirillum sp. 4 11 NFb A. lipoferum 20 42 
A. halopraeferens 1 14 NFb A. /ipoferum 21 24 
Azospirillum sp. 5 17 NFb A. halopraeferens 6 35 
A. brasilense 1 18 NFb A. lipoferum 22 37 
A. brasilense 2 20 NFb A. brasilense 8 14 
A. brasilense 3 5 LGI A. lipoferum 23 37 
A. brasilense 4 11 LGI A. lipoferum 24 44 
A. /ipoferum 4 24 NFb A. lipoferum 25 43 
A. halopraeferens 2 25 NFb A. lipoferum 26 45 
A. halopraeferens 3 26 NFb A. brasilense 9 48 
A. halopraeferens 4 28 NFb A. lipoferum 27 8 
A. lipoferum 5 31 NFb A. lipoferum 28 50 
A. lipoferum 6 14 LGI A. lipoferum 29 34 
A. lipoferum 7 34 NFb A. lipoferum 30 35 
A. halopraeferens 5 37 NFb A. lipoferum 31 50 
A. brasilense 5 38 NFb A. lipoferum 32 29 
A. .Jipoferum 8 16 LGI A. lipoferum 33 14 
A. lipoferum 9 21 LGI A. lipoferum 34 24 
A. lipoferum 1 O 40 NFb A. lipoferum 35 21 
A. lipoferum 11 24 LGI A. lipoferum 36 52 
A. lipoferum 12 42 NFb A. halopraeferens 7 31 
A. brasilense 6 44 NFb A. /ipoferum 37 48 
A. lipoferum 13 29 LGI A. lipoferum 38 14 
A. brasilense 7 45 NFb Azospirillum sp. 6 34 
* De un total de 71 cultivos puros aislados en los medios NFb y LGI, 60 






































EDH1 3 JNFb 
EDH2 8 JNFb 
EDH3 23 JNFb 
EDH4 28 JNFb 
EDH5 35 JNFb 
EDH6 38 JNFb 
EDH7 47 JNFb 
EDH8 49 JNFb 
* De un total de 19 cultivos puros aislados en el medio JNFb, ocho pertenecieron 
al género Herbaspiri/lum spp. y 11 a otros géneros bacterianos. 





EDG1 3 LGI-P 
EDG2 8 LGI-P 
EDG3 14 LGI-P 
EDG4 17 LGI-P 
EDG5 21 LGI-P 
EDG6 24 LGI-P 
EDG7 31 LGI-P 
EDG8 37 LGI-P 
EDG9 43 LGI-P 
EDG10 51 LGI-P 
* De un total de 24 cultivos puros aislados en el medio LGI-P, diez pertenecieron 
al género G/uconacetobacter spp. y 14 a otros géneros bacterianos. 
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EDB1 4 JMV 
EDB2 15 JMV 
EDB3 19 JMV 
EDB4 28 JMV 
EDBS 48 JMV 
* De un total de 18 cultivos puros aislados en el medio JMV, cinco pertenecieron 
al género Burkho/deria spp. y 13 a otros géneros bacterianos. 
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ANEXO 5 
Gráfica de probabilidad de AMONIO (ppm)-Azospirilum 
Normal - 95% de IC 
: ¡ í l 
99 --:--~-:---4---:~--r--i---:-~- ~'-· 
1 
1 ; ¡ ¡ ¡ 
95 - L_- - '-· - ·- _¿ -- - -L-- ·- !_ - - ...! - -· •• !_ -- ·- L __ ..;. _ .. _¡ _____ '. 
¡ 1 1 l f 1 ¡ l f 








j i 1 
0.1~·--~~~-L---r--~--r-~---r--~_,--~--~--~~ 












Prueba de normalidad para el nitrógeno fijado como amonio por Azospiril/um spp. 
endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en Lambayeque, 2014 





Prueba de igualdad de varianzas para AMONIO (ppm)-Azospirilum 
Prueba de Bartlett 
Estadística de prueba 86.91 
Valor P 0.010 
Prueba de Levene 
Estadística de prueba 0.61 
Valor P O. 982 
40 50 60 
Intervalos de conf"Janza de Bonferroni de 95% para Desv.Est. 
Prueba de homogeneidad de varianza para el nitrógeno fijado como amonio por 
Azospirillum spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en Lambayeque, 115 
2014 
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p 
AMONIO (ppm) A. brasilense 1 3 28,05 0,09 28,02 178,74<0,0001 
AMONIO (ppm) A. brasilense 2 3 27,97 0,19 27,95 
AMONIO (ppm) A. brasi/ense 3 3 26,94 0,15 26,92 
AMONIO (ppm) A. brasilense 4 3 26,87 0,08 26,90 
AMONIO (ppm) A. brasilense 5 3 21,38 0,13 21,33 
AMONIO (ppm) A. brasilense 6 3 17,08 0,34 6,94 
AMONIO (ppm) A. brasilense 7 3 16,37 0,18 16,31 
AMONIO (ppm) A. brasilense 8 3 11,59 0,27 11,70 
AMONIO (ppm) A. brasilense 9 3 9,26 0,28 9,42 
AMONIO (ppm) A. halopraeferens 1 3 29,88 0,10 29,86 
AMONIO (ppm) A. halopraeferens 2 3 26,40 0,10 26,37 
AMONIO (ppm) A. halopraeferens 3 3 26,17 0,28 26,11 
AMONIO (ppm) A. halopraeferens 4 3 25,20 0,17 25,21 
AMONIO (ppm) A. halopraeferens 5 3 21,65 0,06 21,64 
AMONIO (ppm) A. halopraeferens 6 3 12,21 0,19 12,27 
AMONIO (ppm) A. halopraeferens 7 3 6,75 O, 11 6,81 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 1 3 33,17 0,16 33,20 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 1 O 3 19,74 0,16 19,67 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 11 3 19,44 0,26 19,49 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 12 3 18,90 0,27 19,03 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 13 3 16,76 0,35 16,60 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 14 3 16,17 0,25 16,03 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 15 3 14,59 1 '19 14,01 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 16 3 13,86 0,14 13,94 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 17 3 13,60 0,09 13,61 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 18 3 12,97 0,28 12,95 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 19 3 12,77 0,23 12,71 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 2 3 32,04 0,19 32,12 
AMONIO (ppm) A. /ipoferum 20 3 12,60 0,25 12,65 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 21 3 12,38 0,24 12,40 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 22 3 12,07 0,15 12,14 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 23 3 11,27 0,30 11,42 
AMONIO (ppm) A. /ipoferum 24 3 10,74 0,21 10,85 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 25 3 10,55 0,20 10,63 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 26 3 10,35 0,24 1 0,45 
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Continuación ... 
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 27 3 9,04 0,33 9,22 178,74<0,0001 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 28 3 8,90 0,38 9,09 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 29 3 8,78 0,32 8,87 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 3 3 31,49 0,15 31,48 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 30 3 8,58 0,38 8,66 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 31 3 8,39 0,35 8,42 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 32 3 8,17 0,26 8,17 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 33 3 7,44 0,22 7,51 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 34 3 7,41 0,20 7,43 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 35 3 7,15 0,07 7,12 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 36 3 6,85 . 0,03 6,84 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 37 3 6,56 0,09 6,57 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 38 3 6,24 0,13 6,20 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 4 3 26,84 0,04 26,84 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 5 3 24,18 0,14 24,23 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 6 3 22,49 O, 13 22,45 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 7 3 22,27 0,17 22,27 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 8 3 21,09 0,16 21,03 
AMONIO (ppm) A. lipoferum 9 3 20,37 0,06 20,37 
AMONIO (ppm) Azospirillum sp.1-1 3 32,68 0,16 32,63 
AMONIO (ppm) Azospirillum sp.1-2 3 32,32 0,04 32,32 
AMONIO (ppm) Azospirillum sp.1-3 3 31,84 0,18 31,83 
AMONIO (ppm) Azospirillum sp.1-4 3 30,69 0,07 30,70 
AMONIO (ppm) Azospirillum sp.1-5 3 28,48 0,21 28,50 
AMONIO (ppm) Azospirillum sp.1-6 3 5,75 0,34 5,59 
Prueba de de Kruskal Wallis para el nitrógeno fijado como amonio por Azospirillum 











Gráfica de probabilidad de AMONIO (ppm)-Herbaspirilum 
Normal - 9S% de IC 
S 10 1S 20 2S 30 
AMONIO (ppm)-Herbaspirilum 
Prueba de normalidad para el nitrógeno fijado como amonio por Herbaspirillum 
spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en Lambayeque, 2014 
Prueba de igualdad de varianzas para AMONIO (ppm)-Herbaspirilum 
Herbaspirillum sp. 1 Prueba de Bartlett 
Estadística de prueba 2.05 
Herbaspirillum sp. 2 • Valor P 0.957 Prueba de Leven e 
Herbaspirillum sp. 3 
Estadística de prueba 0.14 
Valor P 0.994 
o 
"" e Herbaspirillum sp. 4 al ·e 
10 
Herbaspirillum sp. S "" 10.:: 
Herbaspirillum sp. 6 
Herbaspirillum sp. 7 
Herbaspirillum sp. 8 
o 1 2 3 4 S 6 7 
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est. 
Prueba de homogeneidad de varianza para el nitrógeno fijado como amonio 
por Herbaspirillum spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en 
Lambayeque, 2014 118 
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p 
AMONIO (ppm) EDH 1 3 21,38 0,33 21,25 22,47 0,0021 
AMONIO (ppm) EDH.2 3 19,98 0,13 19,97 
AMONIO (ppm) EDH 3 3 18,41 0,25 18,46 
AMONIO (ppm) EDH4 3 17,83 0,36 17,65 
AMONIO (ppm) EDH 5 3 11,92 0,25 12,03 
AMONIO (ppm) EDH6 3 11,03 0,25 11,13 
AMONIO (ppm) EDH 7 3 10,12 0,29 10,26 
AMONIO (ppm) EDH 8 3 9,61 0,37 9,68 
Prueba de de Kruskal Wallis para el nitrógeno fijado como amonio por Herbaspirillum 
spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en Lambayeque, 2014 
· ·~·ráfi~~ ·de ~robabll:idad d~· AMO.NIO (ppm)-Gluconaceto~cter· . 
Normal. -.95% de IC · · 
'. '" .·J.' <;~'"' 
Media 15.50 
Desv.Est 8.814 
\· .. 95 N 30 
AD 1.176 
Valor P <0.005 
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Prueba de normalidad para el nitrógeno fijado como amonio por 
G/uconacetobacter spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en 
Lambayeque, 2014 
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· ·Prueba de igualdad de varianzas para.AMONIO (ppm)-Giuconacetobacter 
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Gluconacetobacter sp.4 







b ,. · 1· .. ·;2 3 •: 4 S .. 6 l 
Prueba de Bartlett 
Estadística de prueba 4.41 
Valor P 0.882 
Prueba de Levene 
Estadística de prueba 0.26 
Valor P O. 979 
IntervalOs de conf~anza de Boriferroni de 95% para Desv.Est. 
Prueba de homogeneidad de varianza para el nitrógeno fijado como amonio por 
Gluconacetobacter spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en 
Lambayeque, 2014 
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p 
AMONIO (ppm) EDG1 3 30,57 0,14 30,52 28,74 0,0007 
AMONIO (ppm) EDG2 3 28,17 0,17 28,22 
AMONIO (ppm) EDG3 3 20,69 0,15 20,65 
AMONIO (ppm) EDG4 3 19,22 0,34 19,38 
AMONIO (ppm) EDG5 3 17,46 0,25 17,43 
AMONIO (ppm) EDG6 3 10,50 0,24 10,50 
AMONIO (ppm) EDG7 3 9,41 0,33 9,56 
AMONIO (ppm) EDG8 3 7,84 0,26 7,80 
AMONIO (ppm) EDG9 3 6,00 0,12 5,96 
AMONIO (ppm) EDG10 3 5,15 0,14 5,19 
Prueba de de Kruskal Wallis para el nitrógeno fijado como amonio por 




Gráfica de probabilidad de AMONIO (ppm}-Burkholder:ia 
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Prueba de normalidad para el nitrógeno fijado como amonio por Burkholderia 
spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en Lambayeque, 2014 
Prlleba de igualdad de varianzas· para. AMONIO (ppm}:-Burkholderia .. •· •:·. •. . .. . . . . ·.··. 
Prueba de Bartlett 
. Burkhold!;i"ia sp;: 1 ,. Estadística de prueba 1.24 
Valor P 0.872 
Prueba de Levene ,• 
' 
Estadística de prueba 0.21 
Valor P O. 925 










Burkholderia sp, 4 
--~,' 
Burkholderia sp;,,s 
o.:.· .. .,;1 .. 2 / 3 4 ·S 
In~ervalos de .confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est • 
• "· < 
Prueba de homogeneidad de varianza para el nitrógeno fijado como 
amonio por Burkholderia spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. 
en Lambayeque, 2014 
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Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p 
AMONIO (ppm) EDB1 3 28,78 0,17 28,72 13,50 0,0091 
· AMONIO (ppm) EDB2 3 25,83 0,21 25,93 
AMONIO (ppm) EDB3 3 18,09 0,33 17,97 
AMONIO (ppm) EDB4 3 13,32 0,18 13,31 
AMONIO (ppm) EDB5 3 9,96 0,31 10,01 
Prueba de de Kruskal Wallis para el nitrógeno fijado como amonio por Burkholderia 
spp. endófitas, aisladas de raíces de Zea mays L. en Lambayeque, 2014 
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